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Resumen 
Dentro" de" las" acuaporinas" vegetales," las" PIPs" son" las" principales" responsables" de" que" el"
intercambio" de" agua" a" través" de" la" membrana" plasmática" se" produzca" eficientemente." Se"
clasifican" tradicionalmente" en" PIP1" y" PIP2" y," si" bien" tienen" alta" identidad" de" secuencia"
aminoacídica," poseen" grandes" diferencias" en" la" estructura" primaria," principalmente" en" sus"
extremos"amino"y"carboxi"terminal."A"pesar"de"que"el"estudio"biofísico"de"ambas"comenzó"casi"en"
simultáneo" (hace" 20" años)," existe" aun" una" disparidad" muy" grande" en" el" conocimiento" de" sus"
características" intrínsecas" y" de" regulación," en" especial" si" se" analizan" ambas" subfamilias" por"
separado." Las" PIP2" han" sido" ampliamente" estudiadas" y" caracterizadas," se" encuentran" en" la"
membrana"como"homotetrámeros"y" translocan"a" la"membrana"plasmática"aportándole"una"alta"
permeabilidad"al"agua."El"gating"de"las"PIP2"se"evidencia"con"la"acidificación"del"pH"intracelular"o"
con"el"aumento"de" la"concentración"de"cationes"y/o"se" induce"con" la"desfosforilación"de"Serinas"
específicas." Por" otra" parte," las" PIP1" se" encuentran"menos" caracterizadas," principalmente" por" el"
hecho"de"que"muchos"integrantes"de"esta"subfamilia"fallan"en"llegar"a"la"membrana"plasmática"del"
principal" sistema"heterólogo"de"expresión"que"se"utiliza"para"medir" la"actividad"de"acuaporinas:"
oocitos" de" Xenopus* laevis." El" descubrimiento" de" la" interacción" funcional" que" se" produce" entre"
algunos" miembros" de" ambas" familias" mediante" la" formación" de" heterotetrámeros," abrió" las"
puertas" para" que" se" amplíe" el" conocimiento" de" las" PIP1" dado" que" a" través" de" esta" interacción"
éstas"pueden"acceder"a"la"membrana"plasmática"de"los"sistemas"de"expresión."Como"objetivo"de"
esta"tesis"se"plantea"investigar"las"propiedades"intrínsecas"de"PIP1"y"cómo"regula"la"permeabilidad"
osmótica" de" la" membrana" plasmática" a" partir" del" conocimiento" de" que" los" dos" subtipos" de"
acuaporinas"(PIP1"y"PIP2)"pueden"interaccionar"entre"sí."Para"ello"se"utilizarán"de"dos"acuaporinas"
de" Fragaria* x* ananassa" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1." Mediante" la" constitución" de" mutantes" de"
funcionalidad"y"a"través"de"un"modelo"matemático"desarrollado"a"lo"largo"de"esta"tesis,"se"logró"
diseccionar"por"primera"vez"la"contribución"individual"de"cada"PIP"a"la"permeabilidad"al"agua"de"la"
membrana"plasmática" cuando" se" encuentran" coSexpresadas," concluyendo"que:" i)" FaPIP1;1" tiene"
alta" capacidad" de" transporte" de" agua;" ii)" la" permeabilidad" al" agua" FaPIP2;1" aumenta" al"
interaccionar" fisicamente" con" FaPIP1;1;" iii)" entre" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" se" produce"
heterotetramerización" aleatoria" a" partir" de" monómeros," por" lo" que" cualquier" arreglo"
estequiométrico"sería"posible."Además"se"analizó"la"contribución"de"cada"una"de"las"acuaporinas"a"
la" regulación"por"gating" ante" la" disminución"del" pH" citosólico," observando"una"diferencia" entre"
ellas" en" cuanto" a" su" capacidad" de" sensar" el" pH." Por" último," se" observó" por" primera" vez" que" al"
bloquear" por"mutagénesis" la" capacidad" de" fosforilarse" en" un" residuo" de" Serina" implicado" en" el"
mecanismo"de"gating"se"producen"cambios"en"la"sensibilidad"al"gatillado"de"FaPIP2;1"pero"no"de"
9"
FaPIP1;1."Por" lo" tanto,"proponemos"que"existe"una" interacción"entre" los"diferentes"mecanismos"
de"regulación" (heterotetramerización,"estado"de" fosforilación"de" la"Serina"y" la"sensibilidad"al"pH"
citosólico)"que"gobernarían"la"permeabilidad"de"una"membrana"que"expresa"ambas"PIPs."
" "
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NI" " Oocitos"que"no"fueron"inyectados"con"ARNc"!" " Grosor"de"una"membrana"!!" " Coeficiente"de"difusión"del"agua"dentro"de"la"bicapa"lipídica"!!" " Coeficiente"de"partición"del"agua"entre"la"membrana"y"la"bicapa"lipídica"!!"# " " Volumen"molar"parcial"del"agua"en"la"bicapa"lipídica"!" " Longitud"de"un"poro"único"presente"en"la"membrana"!" " Radio"de"un"poro"único"presente"en"la"membrana"!!(!)" " Coeficiente" de" difusión" que" tendría" el" agua" dentro" de" un" poro" si" fuese" la"
única"molécula"de"agua"dentro"del"mismo"!" " Número"de"poros"presentes"en"una"membrana"!!" " Coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"o"permeabilidad"por"canal"
pf*FaPIP1;1" " Coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP1;1"
pf*FaPIP2;1" " Coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1"
pf*FaPIP2;1N228D" " Coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1N228D"
pfFaPIP2;1HET" " Coeficiente" de" permeabilidad" intrínseca" de" FaPIP2;1" cuando" se" encuentra"
formando"parte"de"un"heterotetrámero"
pfFaPIP2;1HOM" " Coeficiente" de" permeabilidad" intrínseca" de" FaPIP2;1" cuando" se" encuentra"
formando"parte"de"un"homotetrámero"
i"" " Número"de"dímeros" (Modelo"1)"o"monómeros" (Modelo"2)"de"FaPIP2;1"o"de"
FaPIP2;1N228D"dentro"del"tetrámero""
θ" " Fracción"de"ARNc"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D" inyectada"a" los"oocitos" con"
respecto"a"la"cantidad"total"de"ARNc"inyectada"!!!!"" " Permeabilidad" al" agua" aportada" por" la" bicapa" lipídica" de" la" membrana"
Plasmática"de"los"oocitos"de"Xenopus"
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!!!!"#"" " Permeabilidad" al" agua" aportada" por" los" tetrámeros" de" acuaporinas" que" se"
encuentran"en"la"membrana"plasmática"de"los"oocitos"!!! "" " Permeabilidad"al"agua"promedio"que"presenta"la"membrana"plasmática"de"los"
oocitos"que"no"fueron"inyectados"con"ARNc"!!!! " " Sumatoria"de" las"permeabilidades" intrínseca"de" los"monómeros"que" forman"
parte" de" un" tetrámero" compuesto" por" i" dímeros" de" FaPIP2;1" o"
FaPIP2;1N228D"(Modelo"1)"o"por"i"monómeros"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"
(Modelo"2)"ϕ!" " Proporción" de" tetrámeros" que" contienen" i" dímeros" de" FaPIP2;1" o"
FaPIP2;1N228D" (Modelo" 1)" o" i" monómeros" de" FaPIP2;1" o" FaPIP2;1N228D"
(Modelo"2)"QT" " Cantidad"total"de"tetrámeros"de"acuaporinas"presentes"en"el"oocito"k!! " " Coeficiente" de" localización" de" los" tetrámeros" que" contienen" i" dímeros" de"
FaPIP2;1" o" FaPIP2;1N228D" (Modelo" 1)" o" i" monómeros" de" FaPIP2;1" o"
FaPIP2;1N228D"(Modelo"2)"M!"#!"#$#%;!" " " Masa" de" ARN" inyectada" de" FaPIP2;1" a" oocitos" que" son" coSinyectados" con"
ARNc"de"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;!" " " Masa" de"ARN" inyectada" de" FaPIP2;1" a" oocitos" que" solo" son" inyectados" con"
este"ARNc"M!"#!"#$#%;! " " Masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"a"oocitos"que"son"además"coSinyectados"
con"ARNc"de"FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!"##$% " Masa" de" ARN" inyectada" de" FaPIP2;1N228D" a" oocitos" que" son" además" coS
inyectados"con"ARNc"de"FaPIP1;1"k!!"#$#%;! " " Coeficiente"de"traducción"de"FaPIP2;1"k!!"#$#%;! " " Coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"k!!"#$#%;!"##$% " " Coeficiente"de"traducción"de"FaPIP2;1N228D"k!" " Coeficiente"de"traducción"de"FaPIP2;1,"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1N228D"!!!!"#$#%;! " " Coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" suministrado" por" los" tetrámeros" de"
FaPIP2;1"presentes"en"la"membrana"
pfrelFaPIP2;1" " Coeficiente"de"permeabilidad" intrínseca"de"FaPIP2;1"que" forma"parte"de"un"
heterotetrámero" relativo" al" coeficiente" de" permeabilidad" intrínseca" de"
FaPIP2;1"que"forma"parte"de"un"homotetrámero"
pfrelFaPIP1;1" " Coeficiente"de"permeabilidad" intrínseca"de"FaPIP1;1"que" forma"parte"de"un"
heterotetrámero" relativo" al" coeficiente" de" permeabilidad" intrínseca" de"
FaPIP2;1"que"forma"parte"de"un"homotetrámero"
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pfrelFaPIP2;1N228D" " Coeficiente"de"permeabilidad" intrínseca"de"FaPIP2;1N228D"que" forma"parte"
de"un"heterotetrámero"relativo"al"coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"de"
FaPIP2;1"que"forma"parte"de"un"homotetrámero"
AIC" " Criterio"de"información"de"Akaike"!∗" " Número"de"datos"experimentales"
SC"" " Suma"de"los"cuadrados"residuales"
p"" " Número"de"parámetros"
CDPK" " CalciumHDependent*Protein*Kinases"
PKA" " Protein*kinase*A*
PKC" " Protein*kinase*C"
MES" " 4HmorpholinoHethaneHsulfonic*acid"
BCECF" " (2',7'HBisH(2HCarboxyethyl)H5H(andH6)HCarboxyfluorescein)*H! !"#" " Concentración"citosólica"de"protones"en"un"oocito"!!MAX" " Parámetro" de" ajuste" que" representa" la"Pf*máxima" alcanzada" en" ensayos" de"
inhibición"por"cambios"del"pH"citosólico"del"oocito"!!min" " Parámetro" de" ajuste" que" representa" la"Pf"mínima" alcanzada" en" ensayos" de"
inhibición"por"cambios"del"pH"citosólico"del"oocito"K!" " Parámetro"de"ajuste"que"representa" la"concentración"citosólica"de"protones"
en" la"que" se"alcanza"el"efecto"de" inhibición"medio"en"ensayos"de" inhibición"
por"cambios"del"pH"citosólico"del"oocito"h" " Parámetro"de"ajuste"correspondiente"al"h"de"Hill"en"ensayos"de"inhibición"por"
cambios"del"pH"citosólico"del"oocito"
EC50" " pH"en"el"que"se"alcanza"el"efecto"de"inhibición"media"en"ensayos"de"inhibición"
por"cambios"del"pH"citosólico"del"oocito"
"
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1.1*Agua*y*membranas*biológicas*
Las" membranas" biológicas" son" estructuras" que" conectan," integran" o" aíslan" los" diferentes"
compartimentos" intracelulares" de" los" espacios" extracelulares." Si" bien" una" de" sus" múltiples"
funciones" es" la" compartimentalización" –al" establecer" una" línea" divisoria" entre" las" diferentes"
estructuras" citoplasmáticas" y/o" entre" el" interior" y" el" exterior" celularS" actúa" al" mismo" tiempo"
conectando" estos" espacios" divididos" mediante"múltiples" mecanismos:" transducción" de" señales,"
sistemas"de"transporte"y"otras"redes"estructurales,"enzimáticas"y"de"la"comunicación."Una"de"las"
propiedades" más" importantes" de" las" membranas" biológicas" está" dada" por" su" permeabilidad"
selectiva" y," gracias" a" ella," establece" varias" de" las" funciones" enumeradas" anteriormente." Esta"
propiedad"es"consecuencia"de"las"características"de"sus"componentes"principales:" los" lípidos"que"
conforman" la" bicapa" lipídica" y" algunas" proteínas" integrales" de" membrana" que" actúan" como"
canales"o"transportadores."La"permeabilidad"selectiva"es"un"proceso"dinámico,"es"decir"que"está"
sujeta" a" cambios" temporales" que" permiten" que" la" célula" o" las" organelas" mantengan" su"
homeostasis"y"puedan"realizar"distintas"funciones."Si"bien"puede"ser"que"se"produzcan"cambios"en"
la"composición"lipídica"de"la"bicapa"que"modifiquen"la"permeabilidad"selectiva"a"algún"soluto,"los"
principales"reguladores"de"la"misma"son"de"naturaleza"proteica,"i.e."canales"y"transportadores."Si"
bien"en"algunas"membranas"especializadas"como"la"membrana"de"la"mitocondria"la"selectividad"es"
muy" dependiente" de" la" actividad" de" bombas" de" protones," en" general" en" las" principales"
membranas" como" la" plasmática," los" canales" resultan" determinantes" en" muchos" casos" de" la"
permeabilidad"diferencial."
Los"canales"son"proteínas"de"membrana"que"permiten"la"difusión"a"favor"del"gradiente"químico"de"
numerosas"moléculas."A"pesar"de"que"el"transporte"a"través"de"ellos"se"realiza"de"manera"pasiva,"
tienen"la"propiedad"de"ser"regulables"(sea"por"apertura/cierre"SgatingS"o"inclusión/exclusión"en"la"
membrana)." Es" así" que" entre" otras" cosas" pueden"modificar" dinámicamente" propiedades" de" las"
cavidades" que" limitan" como" el" gradiente" de" potencial" electroquímico" entre" ambos" lados" de" la"
membrana," el" volumen," la" disponibilidad" de" nutrientes" y" la" turgencia" (si" es" que" existe" una"
estructura"que"mantenga"el"volumen"constante;"como"por"ejemplo,"la"pared"celular).""
Antiguamente"se"pensaba"que"la"función"de"los"canales"era"permitir"exclusivamente"Sy"a"favor"de"
su"gradiente"electroquímicoS"la"difusión"de"moléculas"cuyo"pasaje"a"través"de"la"bicapa"lipídica"se"
encuentra"desfavorecido"termodinámicamente"(i.e."moléculas"muy"grandes,"polares"o"cargadas)."
Hoy"en"día"se"sabe"que"existen"canales"que"también"permiten"el"pasaje"de"moléculas"cuyo"pasaje"
a"través"de"la"bicapa"es"termodinámicamente"favorable"(como"dióxido"de"carbono,"óxido"nitroso"y"
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agua)."En"estos"casos,"la"importancia"del"canal"radicaría"no"solo"en"su"capacidad"de"ser"regulable,"
sino"también"en"el"impacto"que"tienen"en"la"cinética"del"movimiento"de"dichos"compuestos.""
El"estudio"biofísico"de"la"actividad"de"canales"de"membrana"comienza"Saunque"indirectamenteS"a"
fines" del" siglo" XVIII" (Galvani," 1791)" cuando" se" demostró" por" primera" vez" que" una" corriente"
eléctrica" podía" generar" la" contracción" de" un" músculo" de" un" ser" viviente." Claramente," en" ese"
momento"todavía"no"se"encontraban"desarrollados"los"conceptos"de"membrana"o"de"canal,"y"las"
evidencias" provenían" desde" la" fisiología,"mediante" el" estudio" de" órganos" enteros" y" observando"
evidencias"macroscópicas."Es"decir,"no"se"diferenciaba"si"el"transporte"se"producía"a"través"de"la"
bicapa"o"a"través"de"estructuras"proteicas,"porque"no"se"conocía"la"existencia"de"las"mismas."Por"
otro"lado,"la"primera"evidencia"de"la"existencia"de"un"gradiente"de"presión"osmótica"que"actuaba"
como" fuerza" impulsora" para" el" pasaje" de" agua" fue" observada" en" tejidos" vegetales" (Dutrochet,"
1828)." Esto" es," la" primera" evidencia" del" transporte" de" iones" Sobservado" como" una" corriente"
eléctricaS"se"realizó"utilizando"músculos"de"rana"(Galvani,"1791)"y"pasaron"muchos"años"hasta"que"
se"sugirió"que"esa"corriente"eléctrica"era"originada"por"el"pasaje"de"iones"a"través"de"poros"(Cole"&"
Baker," 1941)." En" el" caso" del" transporte" de" agua," el" recorrido" fue" aún"más" complejo" y" pasaron"
muchos"más"años"hasta"el"descubrimiento"de"que"estos"canales"proteicos"existían,"probablemente"
debido" a" que," a" diferencia" de" lo" que" pasaba" con" los" iones," el" agua" tiene" un" flujo"
termodinámicamente"favorable"a"través"de"la"bicapa"lipídica"(Preston"et*al.,"1992)."Es"importante"
resaltar" que" a" pesar" del" prolongado" lapso" temporal," la" existencia" de" canales" proteicos" que"
transportan"agua"en"membranas"biológicas"fue"predicha"y"discutida"arduamente"durante"estudios"
biofísicos"sobre"el"proceso"osmótico"(Ray,"1960;"Dainty"&"Ginzburg,"1963;"Finkelstein"&"Andersen,"
1981;"Finkelstein,"1987)."
El" primer" canal" de" agua" (ahora"más" conocido" como" acuaporina)" fue" descubierto" en" células" de"
glóbulos" rojos" y" caracterizado" funcionalmente"mediante" su" expresión" heteróloga" en" oocitos" de"
Xenopus."Esta"acuaporina"fue"originalmente"identificada"como"CHIP28"y"ahora"se"la"conoce"como"
AQP1;" Preston"et* al.," 1992)." A" partir" de" allí" se" avanzó" en" tres" ejes" fundamentales:" i)" el" estudio"
biofísico"de"las"mismas"con"investigaciones"que"mejoraron"la"comprensión"del"proceso"de"pasaje"
de"agua"y"otros"solutos"a"través"de"estos"canales,"ii)"el"estudio"de"los"mecanismos"involucrados"en"
la" regulación"de" los"mismos" (tanto"de" la"AQP1"mencionada"como"otras"acuaporinas"que" fueron"
descubiertas" a* posteriori)," y" iii)" su" participación" en" las" células," epitelios" u" órganos," i.e." como"
protagonistas" tanto" en" la" fisiología" como" en" procesos" patológicos" de" organismos" complejos." A"
pesar"de"que" la"primera"acuaporina"vegetal" fue"descubierta"tan"solo"un"año"después"(Maurel"et*
al.," 1993;" αDTIP" de" Arabidopsis* thaliana," ahora" renombrada" AtTIP1;1)," las" investigaciones"
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funcionales" y" fisiológicas" de" las" mismas" resultaron" más" rezagadas" si" se" lo" compara" con" los"
proyectos" desarrollados" en" AQP" animales." En" realidad," no" se" tardó" mucho" en" observar" que"
proteínas"muy"similares"Sque"luego"fueron"definidas"como"acuaporinasS"se"encontraban"formando"
parte"del"proteoma"de" integrantes"de" todos" los" reinos," siendo" todas"ellas"pertenecientes"a"una"
familia"de"proteínas"de"membrana:"la"familia1"MIP"(Major*Intrinsic*Proteins)(Zardoya"et*al.,"2002;"
Benga,"2012;"Soto"et*al.,"2012)."
Si"bien"el"agua"permea"a"través"de"la"bicapa"lipídica,"la"importancia"de"estos"canales"ya"no"es"tema"
de"discusión"gracias"a"los"muchos"descubrimientos"que"se"hicieron"acerca"del"rol"de"las"mismas"en"
diversos"procesos" fisiológicos" y"patológicos"de"organismos"de" todos" los" reinos." En" animales"por"
ejemplo," hay" muchas" evidencias" a" favor" de" que" las" acuaporinas" participan" en" la" secreción" de"
fluidos," la" migración" celular," el" edema" cerebral" epitelial" y" el" metabolismo" de" los" adipocitos"
(revisado" en" Verkman," 2009)." Esto" podría" tener" importantes" implicancias" terapéuticas," ya" que"
sugiere"que"la"modulación"de"su"función"o"expresión"podría"tener"un"potencial"en"el"tratamiento"
de"edema," cáncer,"obesidad," lesión"cerebral," glaucoma"y"otras" condiciones."Por"otra"parte,"está"
comprobado"que"la"pérdida"de"función"por"mutaciones"en"acuaporinas"humanas"causan"cataratas"
congénitas" (AQP0)"y"diabetes" insípida"nefrogénica" (AQP2),"mientras"que"autoanticuerpos"contra"
AQP4"causan"la"enfermedad"autoinmune"desmielinizante"neuromielitis"óptica"(Verkman,"2009)."
En"el"área"vegetal,"a"las"acuaporinas"se"las"asocia"con"papeles"relevantes"en"procesos"fisiológicos"
específicos," fundamentalmente"donde"se"requieren"grandes"cantidades"de"transporte"de"agua"o"
de" solutos2." Entre" los" procesos" en" los" que" las" acuaporinas" jugarían" un" rol" fundamental" como"
transportadores" de" agua" encontramos" los" procesos" de" elongación" celular," crecimiento,"
germinación,"absorción"de"agua"por"las"raíces,"transporte"de"savia,"transporte"de"agua"desde"los"
vasos" xilematicos" hasta" la" cámara" subestomática" (Tyerman" et* al.," 2002;" Maurel" et* al.," 2008)."
Recientemente,"mediante"análisis"de"expresión"de"acuaporinas"en"distintos"sistemas"se"postuló"la"
existencia" de" un" conjunto" de" células" de" distintas" características" que" se" las" clasificó" como"
gatekeeper"por"ser"fundamentales"en"la"ruta"simplástica"del"agua"que"limita"procesos"fisiológicos"
(Chaumont" &" Tyerman," 2014)." Las" acuaporinas" y" los" gradientes" presentes" en" las" células"
gatekeepers"estarían"modificando"la"conductancia"al"agua"del"órgano"entero,"impactando"de"esta"
forma"en"el"flujo"de"agua"de"la"planta"entera."
Aquellas"acuaporinas"que"transportan"solutos"preferencialmente"como"urea,"amonio,"dióxido"de"
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
1" Se" debe"destacar" que" en" la" literatura" indistintamente" se"mencionan" a" las"MIP" como" familia" o" superfamilia" y" que" su" clasificación"
filogenética"se"encuentra"en"este"momento"discutida"por"los"mencionados"grupos"citados."
2" Si" bien" en" esta" Introducción" nos" referimos" específicamente" a" las" acuaporinas" como" transportadores" de" agua" hay" descriptas"
acuaporinas"que"transportan"solutos"y"no"agua"o"son"mixtas"Ssolutos"y"aguaS"(ver"Sección"1.3.3)"
Capítulo"1"
"
"
18"
carbono,"boro"y" silicatos"han" sido"asociadas"a"procesos" tales" como" la"absorción"de"nutrientes"y"
transporte"de"dióxido"de"carbono"(Maurel"et*al.,"2008)."En"algunos"casos"incluso"se"ha"informado"
que" se" encuentran"muy" reguladas" y" su" expresión" cambia" en" respuesta" a" procesos" ambientales"
como"el"estrés"salino,"anoxia,"congelamiento,"cambios"en"la"luz"y"déficit"de"nutrientes"(Maurel"et*
al.,"2008;"Chaumont"&"Tyerman,"2014)."
*
1.2*Rutas*del*agua:*bicapa*lipídica*o*canales*
Si" bien" hay" un" contexto" que" identifica" la" relación" de" las" acuaporinas" con" procesos" fisiológicos"
específicos,"aun" resta"dilucidar" su"papel" intrínseco." La"pregunta" fundamental"es" si" su" función"es"
transportar"agua"para"aumentar"la"velocidad"de"flujo"o"su"papel"estaría"más"relacionado"a"disparar"
un"mecanismo"más" complejo" de" señalización" (Hill" et* al.," 2004)." Parte" de" este" planteo" requiere"
comprender" las" diferencias" (y" las" consecuentes" implicancias)" entre" atravesar" la" membrana" a"
través"de"la"bicapa"o"través"de"canales."
Como"se"mencionó"anteriormente,"estudios"biofísicos"acerca"de"la"osmosis"permitieron"predecir"la"
existencia" de" poros" en" las"membranas" biológicas" que" podían" funcionar" como" canales" de" agua,"
mucho"antes"del"descubrimiento"de" la"primera"acuaporina"(Ray,"1959;"Dainty"&"Ginzburg,"1963;"
Finkelstein"&"Andersen,"1981;"Finkelstein,"1987)."La"relación"entre"el"coeficiente"de"permeabilidad"
osmótica"(Pf)"y"el"coeficiente"de"permeabilidad"difusional"(Pd)"de"una"membrana"fue"el" indicador"
de"que"el"agua"se"estaba"moviendo"a"través"de"poros."El"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"de"
una"membrana"(Pf)"semipermeable"indica"el"flujo"de"agua"en"moles"por"unidad"de"área"cuando"se"
la" expone" a" un" gradiente" osmótico" y/o" hidrostático" de"manera" tal" que" exista" un" flujo" neto" de"
moles"de"agua"entre"ambos" lados."Por"otra"parte,"el" coeficiente"de"permeabilidad"difusional"de"
agua"(Pd)"de"una"membrana"biológica"es"el"flujo"de"agua"difusivo"expresado"en"moles,"en"ausencia"
de"un"gradiente"osmótico"o"hidrostático."Este"último"se"puede"conseguir"midiendo"por"ejemplo"el"
flujo"de"moléculas"de"agua"tritiada"que"atraviesan"la"membrana"cuando"se"establece"un"gradiente"
de"concentración"de"agua"tritiada"a"ambos"lados"de"la"membrana."La"relación"Pf/Pd"caracteriza"a"la"
vía"predominante"de"movimiento"del"agua"y"depende"de" la"naturaleza"de" la"membrana."Cuando"
toma"valor"cercano"a"uno,"significa"que"el"agua"se"está"moviendo"por"difusión"en"la"bicapa"lipídica,"
mientras" que" si" el" agua" se" mueve" utilizando" una" entidad" de" naturaleza" proteica" –canalesS," el"
coeficiente"toma"valores"mayores"a"uno"(Finkelstein,"1987;"Ye"&"Verkman,"1989)."Si"este"es"el"caso"
y" los" poros" son" lo" suficientemente" chicos" como" para" que" una" molécula" de" agua" no" pueda"
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sobrepasar"a"otra,"la"relación"Pf/Pd*se"puede"utilizar"para"calcular"el"número"de"moléculas"de"agua"
que" se"encuentran"dentro"de"una"unidad"de" canal."Para"poros"de" radio"mayor," esta" relación"es"
proporcional" al" radio"efectivo"del"mismo" (Levitt," 1974;"Hill," 1994)."Uno"de" los"problemas" con" la"
determinación"de"Pf/Pd"es"la"presencia"de"capas"no"mezcladas"en"zonas"cercanas"a"la"membrana"
que,"por"su"naturaleza,"afectan"mucho"más"la"determinación"de"Pd"(tiende"a"subestimarse)"que"la"
determinación"de"Pf,"y"por"lo"tanto,"producen"una"sobreestimación"de"la"relación"Pf/Pd*(Dainty"&"
Ginzburg,"1963)."
Otra" de" las" evidencias" que" llevó" a" proponer" la" existencia" de" poros" proteicos" que" permitían" el"
pasaje" de" agua" fue" el" estudio" de"membranas" en" las" cuales" tanto" el" proceso" osmótico" como" la"
difusión"de"agua"demostraron"tener"una"baja"energía"de"activación"(Arrhenius,"1889)."El"flujo"de"
agua"a"través"de"un"canal"o"poro"es"esencialmente"flujo"viscoso,"por"lo"tanto,"la"dependencia"de"Pf"
con" la" temperatura" debería" ser" comparable" a" la" dependencia" de" la" viscosidad" del" agua" con" la"
temperatura" (entre" 17" y" 25" KJ" molS1)" (Finkelstein," 1987)." La" justificación" de" la" baja" energía" de"
activación"es"que"el"agua"en"movimiento"a"través"de"un"canal"no"tiene"que"superar"una"barrera"de"
gran" energía," es" decir," las"moléculas" de" agua" que" cruzan" el" poro" no" perciben" un" entorno"muy"
diferente"al"agua"bulk."Por"otro"lado,"el"movimiento"del"agua"a"través"de"la"membrana"tendría"que"
superar" la" barrera" de" alta" energía" que" presenta" el" fenómeno" de" partición" del" agua" en" la" fase"
lipídica" hidrófoba." De" esta" manera," en" ausencia" de" canales," o" cuando" éstos" se" encuentran"
bloqueados," la"energía"de"activación"aumenta"considerablemente"(Maurel"et*al.,"1997;"Schütz"&"
Tyerman,"1997)"
Otra" evidencia" temprana" que" daba" cuenta" de" la" presencia" de" canales" de" agua" en" membranas"
biológicas" o" barreras" epiteliales" era" la" disminución" de" la" Pf" que" se" producía" cuando" una"
determinada"membrana"se"exponía"a"compuestos"mercuriales"(Wayne"&"Tazawa,"1990;"Hoch"et*
al.,"1992)."Hoy"se"sabe"que"estos"compuestos"producen"el"cierre"de"determinadas"acuaporinas"por"
producir" la" oxidación"de" cisteínas"presentes" en" su" secuencia" (Preston"et* al.," 1993;" Zhang"et* al.,"
1993;" Savage" &" Stroud," 2007;" Hirano" et* al.," 2010)." En" algunos" casos," este" experimento" se"
complementaba"con"pruebas"de"reversibilidad;"es"decir,"la"exposición"a"agentes"reductores"como"
el" betaSmercaptoetanol" debía" revertir" el" efecto" producido" por" las" sales" de"mercurio" (Meyer" &"
Verkman," 1987;" Yukutake" et* al.," 2008)." Este" ensayo," entró" en" desuso" principalmente" por" dos"
motivos:" i)" el" Hg2+" produce" oxidación" de" manera" poco" selectiva," con" lo" cual" podría" a" estar"
afectando" a" muchas" otras" proteínas" y" lípidos" que" se" alojan" en" las" membranas" o" en" los"
compartimientos"celulares"(Diamond"&"Zalups,"1998;"Atchison,"2003);"ii)"existen"acuaporinas"que"
no"se"bloquean"por" la"exposición"a"compuestos"mercuriales"por" lo"tanto,"el"ensayo"no"se"puede"
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utilizar"como"criterio"general"de"presencia"de"transporte"de"agua"por"acuaporinas"(Daniels"et*al.,"
1994;"Hasegawa"et*al.,"1994)."
A" diferencia" del" pasaje" de" agua" a" través" de" la" bicapa" lipídica," las" acuaporinas" establecen" la"
posibilidad" de" ser" reguladas," lo" que" es" claramente" una" de" las" principales" ventajas" como"
mecanismo" facilitador" del" transporte" de" agua." De" esta" forma," se" puede" variar" la" capacidad" de"
transportar"agua"de"la"membrana"en"un"rango"amplio"y"con"una"velocidad"alta,"según"la"demanda"
o"el"proceso"celular"al"que"esté"acompañando"el"flujo"de"agua."La"regulación"de"la"actividad"de"las"
acuaporinas"en"un"sistema"puede"describirse"en"tres" instancias:" i)" regulación"transcripcional"por"
cambios"de"los"niveles"de"ARNm"que"codifican"para"las"acuaporinas;"ii)"regulación"del"trafficking"y"
del"ciclado"de" las"mismas,"cambiando"de"esta" forma" la"cantidad"de"acuaporinas"presentes"en" la"
membrana;" iii)" gating:" i.e.," apertura" y" cierre" de" los" canales" ante" diferentes" estímulos." Dado" el"
trabajo"desarrollado"en"esta"Tesis,"nos"concentraremos"principalmente"en"los"dos"últimos"grupos,"
estudiados"en"el"sistema"heterólogo"de"expresión"oocitos"de"Xenopus*laevis."
1.3*Las*acuaporinas*y*su*diversidad*
1.3.1*Variabilidad*y*asignación*de*clusters*filogenéticos*
Las" MIPs" (Major* Intrinsic* Proteins)" se" encuentran" ampliamente" distribuidas" en" eubacterias,"
arqueas," hongos," plantas" y" animales" (Engel" &" Stahlberg," 2002)." La" mayor" diversificación" de" la"
familia"MIP"se"produjo"en"los"vertebrados"y"plantas."Mientras"que"la"clasificación"de"los"animales"
(AQP0S12)" es" ampliamente" consistente" y" refleja" sus" relaciones" evolutivas," para" la" plantas" la"
clasificación" inicial" se"estableció"de"una"manera"diferente."Esta" se" realizó" teniendo"en"cuenta" la"
localización" subcelular" de" los" primeros" integrantes" de" cada" familia" SPIPs" (Plasma* membrane*
Intrinsic* Proteins)" y" TIPs" (Tonoplast* Intrinsic* Proteins)." Luego," con" el" descubrimiento" de"
acuaporinas"que"no"eran"similares"a"ninguno"de"los"grupos"previamente"formados,"se"generaron"
nuevos" grupos" con" nombres" que" ya" no" disponían" de" información" acerca" de" la" localización." Las"
acuaporinas"vegetales"actualmente"se"clasifican"en:"PIPs,"TIPs,"NIPs"(NOD26Hlike*Intrinsic*Proteins),"
SIPs"(Small*basic*Intrinsic*Proteins),"XIPS"(X*Intrinsic*Proteins),"HIPs"(Hybrid*Intrinsic*Proteins)"y"GIPs"
(GlpFHlike*Intrinsic*Proteins)"(Johanson"&"Gustavsson,"2002;"Wallace"&"Roberts,"2005;"Danielson"&"
Johanson,"2008;"Gupta"&"Sankararamakrishnan,"2009)."
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*
Figura* 1.1:* árbol* filogenético* que* muestra* acuaporinas* vegetales* clasificadas* según* la* clasificación*
tradicional*(Danielson"&"Johanson,"2008)."
La"clasificación"basada"en"la"localización"celular"es"problemática"dado"que"ya"han"sido"detectadas"
diferentes" localizaciones"subcelulares"para" integrantes"de" la"misma" familia" (Wudick"et*al.,"2009;"
Soto"et*al.,"2010;" Ishibashi"et*al.,"2011)."Otro"dato" interesante"es"que" las"acuaporinas"vegetales"
tuvieron" una" rápida" y" reciente" evolución," y" por" lo" tanto" las" que" pertenecen" a" un"mismo" grupo"
tienen" una" alta" identidad" de" secuencia," siendo" tarea" dificultosa" identificar" ortólogos" entre"
especies"(Soto"et*al.,"2012)."La"nomenclatura"comúnmente"utilizada,"a"pesar"de"estos"problemas"
es:" iS" colocar" en" primer" lugar" las" iniciales" de" la" especie" a" la" que" pertenece," iiS" el" grupo" de"
acuaporina"(PIP;"TIP;"NIP;"SIP;"XIP;"GIP;"HIP),"iiiS"el"subtipo"y"ivS"el"número"que"indica"el"orden"en"
que"fueron"clonadas."Por"otra"parte,"no"todos"los"grupos"de"acuaporinas"vegetales"se"encuentran"
presentes" en" todas" plantas." Integrantes" de" las" familias" GIP," HIP" y" XIP" fueron" identificados" por"
primera"vez"analizando"el" genoma"de" la"briofita"Physcomitrella*patens* (Gustavsson"et*al.," 2005;"
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Danielson"&"Johanson,"2008)."Después"de"su"identificación,"se"observó"que"las"familias"HIP"y"GIP"
no" estaban" presentes" en" plantas" superiores," mientras" que" integrantes" de" la" familia" XIP" fueron"
identificados"en"dicotiledóneas" (a" excepción"de"Arabidopsis* thaliana)" pero"estaban"ausentes" en"
monocotiledóneas" (Danielson"&" Johanson," 2008)."Queda" claro" que" la" cantidad" y" la" variedad" de"
acuaporinas"en"plantas"vasculares" forman"un"panorama"mucho"más"complejo"que" lo"visto"en"el"
reino" animal," habiéndose" identificado" en" plantas" entre" 30" y" 70" acuaporinas," sean"
monocotiledóneas"como"el"caso"de"arroz"(Oryza*sativa)"o"maíz"(Zea*mays)"o"dicotiledóneas"como"
Arabidopsis*thaliana,"Solanum*lycopersicum,"Populus*trichocarpa,*Gossypium*hirsutum*L,*Solanum*
tuberosum,* Brassica* rapa,* Vitis* vinifera*o"Glycine*max* (Chaumont" et* al.," 2001;" Johanson" et* al.,"
2001;"Sakurai"et*al.,"2005;"Gupta"&"Sankararamakrishnan,"2009;"Sade"et*al.,"2009;"Shelden"et*al.,"
2009;" Park"et* al.," 2010;" Zhang"et* al.," 2013;" Venkatesh"et* al.," 2013;" Tao"et* al.," 2014)." Ante" este"
panorama" complejo," resulta" de" mucha" utilidad" disponer" de" un" análisis" filogenético" sólido" que"
permita"identificar"ortólogos"y"establecer"grupos"que"posean"características"similares"en"cuanto"a"
regulación,"selectividad"y" localización"subcelular."Con"este"objetivo"en"mente,"se"plantearon"dos"
modelos"filogenéticos"globales"que"considero"que"son"los"más"completos"por"incluir"a"las"MIPs"de"
todos"los"reinos."La"diferencia"fundamental"entre"los"modelos"es"la"cantidad"de"secuencias"que"se"
procesaron"y" los"parámetros"utilizados"para" la"construcción"de" los"árboles" filogenéticos."En"esta"
tesis"no"ahondaremos"sobre"estas"técnicas,"y"solo"nos"remitiremos"a"exponer"las"conclusiones"de"
los"mismos.""
Figura*1.2:*La*evolución*de*la*superfamilia*de*MIP*en*plantas*según*el*primer*modelo*planteado.*Propone"
que" una" planta" ancestral" tiene" que" haber" tenido" las" siete" subfamilias" de"MIPs" que" se" encuentran" en" los"
musgos"existentes"actualmente."Las"GIPs"y"HIPs"se"perdieron"durante"la"evolución"de"las"plantas"superiores"
y,"posteriormente,"la"subfamilia"XIP"se"perdió"en"monocotiledóneas"(Danielson"&"Johanson,"2008)*
El" primer"modelo" se" encuentra"mayoritariamente" discutido" en" los" trabajos" Zardoya" (Zardoya"&"
Villalba,"2001;"Zardoya"et*al.,"2002;"Zardoya,"2005),"donde"las"MIPs"son"una"familia"de"proteínas"
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homólogas"y"monofiléticas"que"se"dividen"en"dos"grupos:"AQPs"y"GLPs."Mientras"que"las"AQPs"son"
permeables" a" agua" casi" exclusivamente," las" GLPs" además" de" agua," permean" pequeños" solutos"
como" glicerol" y" urea." Según" estos" trabajos," estos" dos" grupos" se" generaron" en" eventos" de"
duplicación"genética"y"cambio"de"funcionalidad."Como"en"plantas"no"hay"genes"pertenecientes"a"
la" familia" de" las" GLPs," el" modelo" postula" que" hubo" una" transferencia" horizontal" de" una" AQP"
ancestral"desde"bacterias"a"plantas"que"luego"evolucionó"en"lo"que"ahora"conocemos"como"NIPs"
(Zardoya" et* al.," 2002)." Este" proceso" de" transferencia" horizontal" fue" útil" evolutivamente" para" la"
planta" dado" que" varias" NIPs" presentan" transporte" de" urea" y" glicerol." Con" respecto" a" la"
permeabilidad"adquirida"para"otros"solutos,"se"plantea"que"son"eventos"individuales"restringidos"a"
algunos"integrantes"de"la"superfamilia."
Después"de"muchos"años"de"inclusión"de"nuevas"secuencias"de"acuaporinas"a"los"bancos"de"datos"
y"de"nuevas"evidencias"experimentales"acerca"de"la"permeabilidad"de"las"mismas,"surgió"un"nuevo"
modelo"descripto"en"Soto"et*al.,"2012"y"Perez"Di"Giorgio"et*al.,"2014."El"modelo"logró"identificar"32"
clusters"de"ortólogos"en"plantas"y"animales"congruentes"con"el"árbol"de" las"especies."Una"de" las"
ventajas"y"factores"que"le"brindan"robustez"al"modelo"es"que"la"clasificación"sugerida"correlaciona"
bastante" bien" con" los" resultados" disponibles" acerca" de" selectividad" a" distintos" solutos" de" las"
acuaporinas"analizadas"(esta"ítem"será"desarrollado"en"1.3.3"Selectividad)."
Figura* 1.3:* La* evolución* de* la* familia* MIP* en*
plantas* y* animales* según* el* segundo* modelo*
planteado.* La" eucariota" ancestral" hipotética" tiene"
cuatro" subfamilias" de" acuaporinas" (ASD)" (Perez" Di"
Giorgio"et*al.,"2014)*
 
 
*
1.3.2*Estructura*
Como" mencionáramos" en" la" Sección" anterior," las" acuaporinas" pertenecen" a" una" familia" de"
proteínas" hidrófobas" de" membrana" muy" conservadas" llamada" la" familia" MIP" (Major* Intrinsic*
Proteins)"con"peso"molecular"entre"26"y"34"kDa."El"nombre"de"la"familia"viene"de"la"primera"que"
fue"secuenciada,"la"MIP"de"células"del"cristalino"bobino,"ahora"llamada"AQP0"(Gorin"et*al.,"1984)."
Las"secuencias"de" la"mitad"aminoSterminal"y" la"mitad"carboxiSterminal"de" las"proteínas"son"muy"
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parecidas"entre"sí"y"están"dispuestas"como"repeticiones"en"tándem."Se"propone"se"originaron"en"
un" evento" de" duplicación" génica" (Zardoya" &" Villalba," 2001)." Estructuralmente," contienen" seis"
hélices" alfa"que" componen" seis"pasos" transmembrana"quedando" los" extremos"N"y"C" terminales"
situados"del" lado"citosólico."Sus"pasos"transmembrana"están"unidos"por"5" loops" (bucles)"ASE,"de"
los"cuales,"el"loop"B"y"el"E"están"compuestos"por"una"pequeña"hélice"hidrófoba"que"se"inserta"en"la"
membrana." Al" final" de" cada" hélice" se" encuentra" una" región" muy" conservada" Ssi" bien" existen"
algunas" en" que" el" motivo" es" levemente" diferenteS" que" conforma" el" motivo" llamado" NPA"
(AsparaginaSProlinaSAlanina)."Ambos"motivos"NPA"de"cada"acuaporina"se"superponen"en"el"centro"
de" la" bicapa" lipídica" formando" dos" hemiporos" que" en" conjunto" generan" un" canal" estrecho,"
representable"esquemáticamente"como"el"estrechamiento"de"un"reloj"de"arena"(Jung"et*al.,*1994)."
Esta"región"constituye"una"de" las"tres"regiones"sugeridas"como"zonas"de"selectividad"del"canal"y"
constituye" la"formación"de" la"barrera"electrostática"que"impide"el"pasaje"de"moléculas"cargadas,"
como" por" ejemplo" protones" (Miloshevsky" &" Jordan," 2004;" de" Groot" &" Grubmüller," 2005)." El"
segundo"sitio"de"selectividad"descripto"es"el" llamado"aromático"arginina" (Ar/R)" (Fu,"2000;"Sui"et*
al.,"2001;"Thomas"et*al.,"2002)"y"está"compuesto"por"cuatro"residuos,"uno"de"la"hélice"2"(H2),"otro"
de" la" hélice" 5" (H5)" y" dos" residuos" del" loop" E" (LE1" y" R)." Aporta" a" la" selectividad" principalmente"
porque"excluye"por"tamaño"e"hidrofobicidad"(Hub"&"de"Groot,"2008;"Gomes"et*al.,"2009)."El"último"
sitio" de" selectividad" que" fue" descripto," es" el" sitio" denominado" P1SP5" (Froger" et* al.," 1998)." Está"
formado" por" cinco" residuos" que," al" igual" que" el" sitio" anterior," están" distribuidos" en" diferentes"
partes"de" la"estructura"primaria"de" la"proteína."Son"muy"variables"en"distintas"acuaporinas"y" se"
postula"que"dicha"variabilidad"es" la"que"define"qué"tipo"de"solutos"transporta"cada"una"(Hove"&"
Bhave,"2011)."
Dos"campos"de"investigación"que"han"contribuido"fuertemente"a"dilucidar"aspectos"estructurales"
de"las"acuaporinas"son"la"cristalografía"y"los"estudios"de"dinámica"molecular."Gracias"a"los"cristales"
de" acuaporinas" obtenidos" hasta" la" fecha" (Fu," 2000;" Murata" et* al.," 2000;" Savage" et* al.," 2003;"
Harries"et*al.,"2004;"Jiang"et*al.,"2006;"Hiroaki"et*al.,"2006;"TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006;"Gonen"
&"Walz,"2006;"Viadiu"et*al.,"2007;"Horsefield"et*al.,"2008;"Ho"et*al.,"2009;"Fischer"et*al.,"2009;"Frick"
et*al.,"2013,"2014)"y"a"los"resultados"obtenidos"por"otras"técnicas"biofísicas,"se"ha"confirmado"que"
todas" las" acuaporinas" se" agrupan" formando" tetrámeros" donde" cada" monómero" puede" actuar"
como"un"canal"de"agua"independiente"(Verbavatz"et*al.,"1993;"Walz"et*al.,"1994;"Shi"et*al.,"1994;"
Jung"et*al.,"1994;"Eskandari"et*al.,"1998)."Existen"evidencias"de"que"algunas"acuaporinas"pueden"
formar"heterotetrámeros,"entre"ellas"TIPs"(Harvengt"et*al.,"2000),"isoformas"de"AQP4"(Neely"et*al.,"
1999)"y"PIP1"con"PIP2"(Otto"et*al.,"2010;"Jozefkowicz"et*al.,"2013)."A"pesar"de"que"cada"monómero"
tiene"actividad"por"si"mismo,"en"lo"que"se"refiere"a"la"regulación"de"su"gating,"se"observó"que"para"
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varios" de" los"mecanismos" detonantes" del"mismo"existe" una" respuesta" cooperativa" en" la" cual" el"
cierre" de" uno" de" los" monómeros" podría" estar" afectando" la" probabilidad" de" cierre" de" un"
monómero" vecino" (Bellati" et* al.," 2010;" Jozefkowicz" et* al.," 2013)." Al" igual" que" para" los" sitios" de"
selectividad" Ar/R" y" P1SP5," los" aminoácidos" responsables" de" los" mecanismos" de" regulación"
descriptos"no"están"conservados"en"todas"las"acuaporinas,"sino"que"cada"cluster"o"familia"tiene"sus"
mecanismos"particulares"y"su"gating"específico."
1.3.3*Selectividad*
Una" de" las" características" importantes" en" cuanto" a" la" selectividad" de" las" acuaporinas" es" su"
impermeabilidad" a" protones." Esta" impermeabilidad" está" dada" principalmente"por" los" sitios"NPA"
que" forman" una" barrera" electrostática" que" hace" muy" desfavorable" el" pasaje" de" un" protón"
(Miloshevsky"&" Jordan," 2004;" de"Groot"&"Grubmüller," 2005;" Kosinska" Eriksson"et* al.," 2013)." En"
segundo" lugar," el" sitio" Ar/R" produce" una" interrupción" de" los" puentes" de" hidrógeno" entre" las"
moléculas"de"agua,"lo"que"evitaría"que"un"protón"se"traslade"de"una"molécula"a"la"otra"(de"Groot"
et* al.," 2003)." La" permeabilidad" a" protones" no" se" observa" naturalmente" en" ninguna" acuaporina,"
pero"fue"posible"generarla"artificialmente"mediante"mutaciones"en"AQP1"(Beitz"et*al.,"2006)."
Las"acuaporinas"se"empezaron"a"estudiar"inicialmente"como"canales"transportadoras"de"moléculas"
de" agua." Sin" embargo," desde" su" descubrimiento," cada" vez" hay" más" evidencias" de" que" si" bien"
algunas" solo" parecerían" transportar" agua," otras" sirven" como" canales" de" una" amplia" gama" de"
solutos" no" polares," tales" como" urea" o" glicerol" o" de" permeantes" menos" convencionales" como"
dióxido" de" carbono," óxido" nítrico," amoníaco," peróxido" de" hidrógeno" y" metaloides" como"
antimonio," arsénico," boro" y" silicio." Es" por" eso" que" muchos" trabajos" las" definen" como" canales"
multifuncionales" (Gomes" et* al.," 2009;" Hachez" &" Chaumont," 2010).La" región" que" se" postula"
principalmente"como" la"encargada"realizar" la"selección"de"solutos"es"el" sitio"aromático/arginina,"
que"está" localizado"a"7"Å"del"centro"del"poro"hacia"el" lado"externo" (Ludewig"&"Dynowski,"2009;"
MitaniSUeno"et*al.,"2011)."Para"acuaporinas"que"son"muy"selectivas"a"agua"como"SoPIP2;1,"esta"
región"tiene"2"Å"de"diámetro,"en"cambio"en"las"acuaporinas"que"transportan"glicerol,"como"GlpF"
de"E.*coli"esta"región"suele"ser"1"Å"más"amplia."Sin"embargo,"el"tamaño"de"la"región"Ar/R"no"es"el"
único"factor"limitante"de"la"selectividad,"sino"que"también"cumple"un"rol"su"hidrofobicidad"(Hub"&"
de"Groot,"2008;"Gomes"et*al.,"2009)."
Para"agrupar"a"las"acuaporinas"en"cuanto"a"su"capacidad"transporte"de"solutos,"recientemente"se"
intentó"utilizar"comparativamente"el"análisis"filogenético"realizado"en"Soto"et*al.,"2012"junto"con"
los" resultados" de" transporte" de" solutos" de" las" acuaporinas" que" se" encuentran" ensayadas" en" la"
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bibliografía" (Perez"Di"Giorgio"et*al.," 2014)." Según"esta" clasificación," las"acuaporinas"de"plantas"y"
animales" podían" ubicarse" en" cuatro" grupos," cada" uno" de" ellos" derivados" de" una" acuaporina"
ancestral." De" esta" manera," las" acuaporinas" de" la" subfamilia" A" incluyen" a" las" PIP2" y" las" PIP1"
vegetales" y" AQP0," AQP1," AQP2," AQP4," AQP5" y" AQP6." Todas" ellas," a" pesar" de" sus" diferentes"
capacidades"de"transporte,"parecerían"ser"selectivas"para"el"transporte"de"agua."La"diferencia"en"
cuanto" su" capacidad," parecería" estar" dada" por" residuos" específicos" de" cada" subgrupo." Por"
ejemplo,"AQP0"posee"en"las"posiciones"23"y"149"dos"tirosinas"que"ocluyen"el"canal"(Hashido"et*al.,"
2007)." Si" se" analizan" detalladamente" los" integrantes" de" este" grupo," se" puede" observar" que" el"
transporte" de" algunos" solutos" parece" ser" característicos" de" algunos" subgrupos" dentro" de" esta"
familia."Por"ejemplo,"el"transporte"de"CO2"parecería"ser"característico"de"las"PIP1"y"de"algunas"de"
las" acuaporinas" animales:" AQP0," AQP1," AQP4," AQP5," AQP6." Existen" evidencias" de" que" las" PIP2"
participarían"en"el"transporte"de"H2O2"(Dynowski"et*al.,"2008b;"Hooijmaijers"et*al.,"2012;"Bienert"et*
al.,"2014),"también"observado"para"RnAQP1"y"AQP8"humana"(Bienert"et*al.,"2007;"Almasalmeh"et*
al.,"2014)."El"transporte"de"urea"o"glicerol"observado"para"alguno"de"los"integrantes"de"esta"familia"
son" casos" aislados," muchas" veces" controversiales" y" muy" discutidos" si" se" analizan" teniendo" en"
cuenta"el"diámetro"pequeño"de"la"región"Ar/R"de"estas"acuaporinas"(Ludewig"&"Dynowski,"2009)."
De" hecho," existen" reportes" en" los" cuales" mutaciones" en" la" región" Ar/R" de" AQP1" y" AtPIP2;1"
dirigidas" a" cambiar" el" diámetro"del" poro"en"esta" región," generan"un" canal" capaz"de" transportar"
urea"(Beitz"et*al.,"2006;"Dynowski"et*al.,"2008a)."
La" subfamilia"B" incluye"a" la"AQP8"y"a" las"TIPs"vegetales."Además"de"agua," su"poro"parecería" ser"
selectivo"para"urea."El"transporte"de"amonio"se"observó"principalmente"para"las"TIP2,"para"algunas"
TIP1" y" para"AQP8." Éste" parecería" estar" asociado" a" un"motivo"Ar/R"muy" conservado" en" las" TIP2"
(Ludewig"&"Dynowski,"2009).""
La"subfamilia"C" incluye"a" la"NIP"vegetales"y"a" las"similares"a"AQP3"que"son"AQP3,"AQP7,"AQP9"y"
AQP10."La"característica"en"común"en"el"grupo"es"el"transporte"de"glicerol."
En"el"grupo"D"están"encuadradas"las"acuaporinas"del"reino"vegetal"y"animal"que"más"tardaron"en"
identificarse." Estas" son" las" SIPs," AQP11" y" AQP12" que" en" general" presentan" localización"
intracelular," posiblemente" por" poseer" un"NSterminal"más" corto" que" el" resto" de" las" acuaporinas"
(Ishikawa" et* al.," 2005;" Maeshima" &" Ishikawa," 2008)." Ésta" última" propiedad" hace" difícil" la"
caracterización"de"su"transporte"utilizando"oocitos"de"Xenopus."Sin"embargo,"para" las"SIPs"hasta"
ahora"ensayadas,"se"comprobó"transporte"de"agua."
Capítulo"1"
"
"
27"
1.3.4*Regulación*
Según" lo" visto" anteriormente," la" regulación" de" la" permeabilidad" al" agua" y/o" solutos" de" una"
membrana"biológica"está"limitada"por"la"permeabilidad"de"la"bicapa"lipídica,"pero"principalmente"
por" la" disponibilidad" de" canales" específicos" que" posea" esa" membrana" y" que" den" cuenta" del"
transporte" del" agua" o" el" soluto" considerado." En" el" caso" de" la" presencia" de" las" acuaporinas" la"
regulación" de" la" permeabilidad" de" la"membrana" resulta" de" reducir" o" aumentar" la" capacidad" de"
transportar" agua" y" esto" es" posible" en" diferentes" niveles" que" si" bien" no" difieren" de" otros"
transportadores," adquieren" características" propias" interesantes." Básicamente" la" regulación" de"
acuaporinas"se"puede"clasificar"en"tres"niveles:"
- Regulación"de"la"transcripción"
- Regulación"del"trafficking"y"del"ciclado"de"las"mismas"
- Gating:"apertura"y"cierre"de"los"canales"ante"diferentes"estímulos"
A"lo"largo"de"esta"Tesis"nos"enfocaremos"en"los"mecanismos"englobados"por"el"segundo"y"tercer"
nivel." Esto" es," una" vez" sintetizada" la" proteína," a" partir" de" diferentes" señales" y" estímulos," ésta"
puede"direccionarse"hacia"la"membrana"en"donde"va"a"ejercer"su"actividad"(2."trafficking),"puede"
favorecerse" su" estado" abierto" o" cerrado" (1."gating)" y/o" puede" salir" y" volver" a" incorporarse" a" la"
membrana" (3." cicling)." Dentro" de" las" señales" puede" haber" mecanismos" postStraduccionales"
involucrados" como" fosforilación," metilación," glicosilación," ubiquitinización," y" procesos" de"
interacción"con"otras"proteínas"como"homo"u"heterooligomerización."
1."Gating"
El"estudio"de"los"estímulos"o"modificaciones"postStraduccionales"que"gatillan"el"cierre"o"la"apertura"
de" las"acuaporinas"y"su"mecanismo"molecular"se" realizó"para"varios"miembros"de" la" familia"MIP"
mediante"diferentes"abordajes."La"confirmación"de"un"mecanismo"consensuado"se"logró"solo"para"
acuaporinas" de" las" cuales" se" disponía" una" resolución" tridimensional" de" su" estructura." Según"
Hedfalk"(et*al.,"2006)"y"Sachdeva"&"Singh"(2014a)"es"posible"clasificar"los"mecanismos"de"gating"en"
dos"grupos:"Capping"y"Pinching."Entre"las"que"se"cierran"con"un"mecanismo"capping"encontramos"
a"SoPIP2;1"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)"como"representante"cristalizado"de"las"PIP2"y"Aqy1,"
una"de"las"acuaporinas"presentes"en"levaduras"(Fischer"et*al.,"2009)."En"ambos"casos,"el"cierre"se"
produce"por"un"movimiento"de"un" loop" (SoPIP2;1)" o"del"NSterminal" (Aqy1)"hacia" la" entrada"del"
poro,"ocluyéndolo.""
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Figura*1.4:*Esquema*que* representa* los*mecanismos*de*gating* sugeridos*para* las*distintas*acuaporinas*
(Hedfalk"et*al.,"2006)."
El"mecanismo"de" cierre"de" SoPIP2;1" (desarrollado" y"descripto"en"el" Capítulo"4"de"esta"Tesis)" se"
produciría" como" consecuencia" del"movimiento"del" loop" D" hacia" la" entrada"del" poro," provocado"
por"alguno"de" los"siguientes"tres"estímulos"que"generan" la" interacción"del"mismo"con"diferentes"
partes"de"la"acuaporina:"
1) Desfosforilación"de"las"Serinas"115"y"274."Las"pruebas"se"obtuvieron"mediante"resolución"
de" estructuras" cristalográficas" del" canal" en" estado" abierto" y" cerrado" y" mediante"
simulaciones"computacionales"que"demostraban"el" intercambio"entre"estos"dos"estados,"
como" consecuencia" de" la" fosforilación" o" desfosforilación" de" los" mismos" (TörnrothS
Horsefield"et*al.,"2006)."
2) Disminución" del" pH" citosólico" que" causa" la" protonación" de" la" Histidina" 193," altamente"
conservada"en"todas"las"PIPs"y"que"favorece"su"interacción"entre"el"sitio"de"unión"a"iones"
divalentes"del"NSterminal"y"el"loop"B"(Frick"et*al.,"2013)."
3) Unión"de"un"ion"divalente"(Ca2+"o"Cd2+)"a"un"sitio"de"unión"ubicado"en"el"NSterminal"que"
favorece"su"interacción"con"HisS193"del"loop"D"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."
Por" otra" parte," Aqy1" se" cristalizó" en" un" estado" cerrado" en" donde" TyrS31" del" NSterminal"
interacciona"con"una"molécula"de"agua"que"se"encuentra"adentro"del"poro,"ocluyéndolo" (Fischer"
et* al.," 2009)." Aqy1" presenta" baja" actividad" como" canal" de" agua" cuando" está" expresada" en"
membranas" nativas," mientras" que" aumenta" su" permeabilidad" si" se" purifica" y" se" incluye" en"
proteoliposomas." Sin" embargo," al" realizar" mutantes" de" Aqy1" que" les" falta" el" NSterminal" o" que"
tienen"el"residuo"SerinaS107"mutado"por"Glutámico"(que"simularía"la"Serina"fosforilada),"se"vio"que"
ambas" modificaciones" aumentaban" la" permeabilidad" al" agua" de" la" misma." Es" por" eso," que" se"
postuló"que" in*vivo"esta"acuaporina"permanece"cerrada"y"que"cambios"en" las"necesidades"de" la"
célula" producirían" su" apertura." Utilizando" simulaciones" computacionales," se" propuso" que" la"
fosforilación"del"residuo"Serina"107"serviría"para"el"ajuste"fino"de" la"permeabilidad"al"agua"de" la"
membrana." Por" otra" parte," dado" que" al" igual" que" lo" observado" en" los" canales" de" potasio"MscL"
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mecanosensibles" el" NSterminal" de" la" acuaporina" presenta" un" paquete" helicoidal" (i.e." los" NS
terminales"de" los"monómeros"del" tetrámero" interaccionan"entre"ellos" formando"una"estructura"
cerrada)," una" posibilidad" era" que" Aqpy" presente" mecanosensibilidad." Los" proteoliposomas," al"
tener"mayor" curvatura" de"membrana," pueden" producir" activación" de" canales"mecanosensibles,"
con" lo" cual" el" experimento" anterior" sostendría" esta" hipótesis." Utilizando" simulaciones"
computacionales"fuera"del"equilibrio"se"confirmó"este"efecto"y"se"atribuyó"un"rol"fisiológico,"como"
podría"ser" la"respuesta"celular" frente"a"una"situación"de"congelamiento"rápido"y"donde"cambios"
rápidos"de"las"necesidades"de"permeabilidad"podrían"ser"claves.""
Figura* 1.5:* Sitio* de* fosforilación* sugerido* para* Aqy1* e* interacciones* que* mantienen* el* poro* cerrado*
(Fischer"et*al.,"2009).*
El"mecanismo"de"Pinching,"postulado"para"AQPZ"y"AQP0"consiste"en"el"bloqueo"del"canal"gracias"a"
un"movimiento"pequeño"de"uno"o"unos"pocos"residuos"que"disminuyen"el"diámetro"de"la"región"
Ar/R." Un" ejemplo" es" el" observado" para" AQPZ." Nuevamente," por" simulaciones" de" dinámica"
molecular" se" vio" que" el" residuo" Arg139" de" la" región" Ar/R" alterna" entre" dos" conformaciones"
estables."En"una"de"ellas,"el" residuo"del"aminoácido"se"encuentra"orientado"hacia"arriba,"donde"
está"el"medio"extracelular"y"el"canal"se"encuentra"abierto."En"la"otra"conformación,"este"grupo"se"
orienta"hacia"el"poro,"cerrando"el"canal"(Wang"et*al.,"2005)."Una"estructura"de"AQPZ"resuelta"por"
rayos"X"confirmó"las"conclusiones"obtenidas"por"dinámica"molecular"(Jiang"et*al.,"2006)."Dado"que"
los"diferentes"monómeros"del"tetrámero"presentan"distintas"conformaciones"para"esta"Arginina,"
la" homotetramerización" parecería" estar" afectando" este" posible" mecanismo" regulador." Un"
fenómeno"parecido"se"observó"en"simulaciones"realizadas"con"AQP4"(Sachdeva"&"Singh,"2014b)"y"
en" la" estructura" de" difracción" electrónica" obtenida" para" AQP0" (Han" et* al.," 2006)," sin" embargo,"
todavía"no"se"puede"establecer"su"significancia"fisiológica.""
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AQP0" tiene" baja" permeabilidad" al" agua" si" se" compara" con" otras" acuaporinas," pero" tiene" la"
particularidad"de"incrementar"su"permeabilidad"tres"veces"cuando"se"disminuye"el"pH"extracelular"
(NemethSCahalan"&"Hall,"2000)."Este"efecto,"se"atribuyó"al"estado"de"protonación"de"dos"residuos:"
His40"y"Tyr149."Sin"embargo,"existe"una"controversia,"dado"que" las"estructuras" tridimensionales"
no" permitieron" comprobar" el" cierre" por" acidificación" extracelular:" existe" una" de" difracción"
electrónica"obtenida"a"bajo"pH"en"estado"cerrado"(Harries"et*al.,"2004)"y"una"estructura"obtenida"
por"rayos"X"a"pH"alto"en"estado"abierto"(Gonen"et*al.,"2005)."La"regulación"de"AQP0"también"se"
atribuyó" a" calmodulina" (CaM)" a" través" de" una" interacción" entre" el" complejo" Ca2+SCaM" y" el" CS
terminal"de"la"acuaporina"(Reichow"&"Gonen,"2008)."CaM"se"une"con"AQP0"en"una"estequiometría"
2:1" (AQP0/CaM)" formando" un" tetrámero" de" AQP0" con" dos"moléculas" de" CaM" (Reichow" et* al.,"
2013)."Esta"unión"modula"alostéricamente"a"través"de"la"Tyr149"la"dinámica"del"sitio"Ar/R"lo"que"
resulta"en"el"cierre"del"canal."
2."Trafficking"
El"trafficking"de"acuaporinas"es"más"complicado"de"analizar"de"manera"global"principalmente"por"
tres"motivos:" i)" es" un" proceso" que" por" lo" general" involucra" a"más" de" dos" proteínas" diferentes"
interactuantes;"ii)"las"acuaporinas"a"considerar"se"localizan"en"membranas"diferentes,"por"lo"cual"
las" señales" de" localización" y" los" procesos" postStraduccionales" asociados" suelen" ser" variados;" iii)"
para"estudiar"el" trafficking"adecuadamente"como"mecanismo"de"regulación,"hay"que"hacerlo"de"
manera" homóloga," dado" que" la" expresión" heteróloga" puede" dar" resultados" que" no" se"
correspondan"con"el"sistema"natural"en"donde"se"encuentra"esa"proteína."Por"todas"estas"razones,"
los" párrafos" siguientes" son" un" resumen" de" información" recopilada" sobre" trafficking" de" varias"
acuaporinas," poniendo" énfasis" principalmente" en" AQP2" que" es" la" más" estudiada" para" este"
mecanismo"(Nedvetsky"et*al.,"2009)."Con"respecto"al"trafficking"de"PIPs"(que"son"las"acuaporinas"
vegetales" estudiadas" en" esta" Tesis)," se" resume" la" información" disponible"más" adelante" en" este"
capítulo,"en"la"sección"1.4.2*Interacción*PIP1DPIP2*en*el*subtítulo*correspondiente*de*Trafficking*
a*MP.*
El" trafficking" de"acuaporinas" fue" reconocido" como"mecanismo" regulatorio"por"primera"vez"para"
AQP2"y" su" relación"con" su"papel"en" la" concentración"de" la"orina"en" riñones" (Deen"et*al.," 1994)."
Específicamente," AQP2" se" almacena" en" vesículas" intracelulares" en" condiciones" normales" de"
hidratación." Cuando" los" niveles" plasmáticos" de" la" hormona" arginina" vasopresina" (AVP," también"
conocida" como"ADH"o"hormona" antidiurética)" aumentan"en" consecuencia" a" la" deshidratación"o"
hipernatremia,"se"favorece"su"unión"al"receptor"V2R"(receptor"de"vasopresina"2)"en"la"membrana"
basolateral"del"túbulo"colector."En"consecuencia,"se"produce"una"activación"de"adenilciclasa"que"
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produce"un"aumento"en"los"niveles"de"AMPc"intracelular."A"partir"de"este"aumento,"se"incrementa"
el"calcio"intracelular"que"activa"la"fosforilación"por"PKA"de"la"AQP2"en"la"Serina"256"(Katsura"et*al.,"
1997;" Fushimi," 1997;" de" Mattia" et* al.," 2005)." Esto" genera" una" redistribución" de" las" vesículas"
intracelulares"que"la"contienen,"aumentando"su"fusión"a"la"membrana"plasmática,"y"por" lo"tanto"
aumentando" la" permeabilidad" al" agua" de" la"misma" (Knepper"&" Inoue," 1997;" van"Balkom"et* al.,"
2002)."La"AVP"también"genera"fosforilación"de"las"Serinas"264"y"269"(Fenton"et*al.,"2008;"Xie"et*al.,"
2010)" que" favorecen" el" direccionamiento" y" permanencia" de" la" AQP2" en"membrana" plasmática"
(Hoffert" et* al.," 2008)." El" aumento" de" AQP2" en" membrana" plasmática" favorece" el" pasaje"
transcelular" y" de" esta" forma" ayuda" a" concentrar" la" orina."Una" vez" que" se" restaura" el" equilibrio"
hídrico," AQP2" es" internalizada" por" un"mecanismo"mediado" por" ubiquitina" redireccionándola" ya"
sea"a"vesículas"de"almacenamiento"o"a"su"degradación"(Kamsteeg"et*al.,"2006).""
La"fosforilación"específica"de"sitios"de"AQP1"(Han"&"Patil,"2000;"Conner"et*al.,"2010),"AQP5"(Yang"
et*al.,"2003;"KosugiSTanaka"et*al.,"2006)"y"AQP8"(García"et*al.,"2001)"también"dispararía"trafficking"
específico"a"la"membrana"plasmática."Prácticamente"no"hay"aún"detalles"estructurales"acerca"del"
mecanismo"por"el"cual" la"acuaporina"fosforilada"se"reconoce"por" los"sistemas"de"translocación"y"
subsecuentemente" se" transporta" a"membrana" plasmática." Sin" embargo," sí" se" sabe" que" para" el"
caso"de"AQP2"ocurren"varias" interacciones"entre"proteínas"que"suelen" involucrar"a" las"proteínas"
SNARE"(Procino"et*al.,"2008;"Mistry"et*al.,"2009;"Wang"et*al.,"2010)"en"el"mecanismo"de"fusión"a"la"
membrana"plasmática"correspondiente.""
3."Cicling"
El" llamado" cicling" (o" ciclado)" de" proteínas" de" membrana" engloba" los" mecanismos" postS
traduccionales" o" de" interacción" entre" proteínas" que" producen" la" remoción" o" reSinserción" de"
proteínas" en" la" membrana" donde" cumplen" su" función." Está" íntimamente" relacionado" con" el"
trafficking,"de"hecho"en"muchos"casos"se"tratan"ambos"como"un"fenómeno"único."Es"por"eso"que,"
para"acuaporinas"animales,"el"caso"más"estudiado"es"nuevamente"el"de"la"AQP2"que"se"remueve"
de" la" membrana" apical" a" través" de" endocitosis" cuando" los" niveles" de" vasopresina" disminuyen"
(Noda" &" Sasaki," 2005;" Kamsteeg" et* al.," 2006)." En" plantas," está" demostrado" que" se" produce"
relocalización"de"TIPs"y"PIPs"de" la"membrana"plasmática"de"Arabidopsis* thaliana"en" respuesta"a"
estrés" salino" (Boursiac"et*al.," 2005)."Hay"evidencias"de"que" las"PIPs"están" sujetas"a"un" continuo"
ciclado"dependiente"de"clatrina"(Dhonukshe"et*al.,"2007)."Existen"ejemplos"donde"se"demostró"la"
capacidad" de" relocalizarse" de" membrana" plasmática" a" membranas" internas" en" condiciones" de"
estrés"salino"u"osmótico"(VeraSestrella"et*al.,"2004;"Prak"et*al.,"2008)."Este"proceso"fue"asociado"a"
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la"fosforilación/desfosforilación"de"residuos"(Prak"et*al.,"2008).""
1.4*La*Familia*PIP*
1.4.1*PIP1*vs*PIP2*
Como"se"dijo"antes," la" familia"PIP"está"compuesta"por"tres"clusters" filogenéticos"en" los"cuales"el"
cluster" 1" se" corresponde" con" las" acuaporinas" comprendidas" dentro" de" la" subfamilia" PIP1" en" la"
clasificación" anterior," mientras" que" los" clusters" 2" y" 3" pertenecen" a" la" anterior" subfamilia" PIP2."
Como" todavía" no" se" establecieron" diferencias" funcionales" claras" entre" los" integrantes" de" los"
clusters" filogenéticos"2"y"3,"nos"referiremos"a"su"conjunto"como"PIP2."Si"bien" las"PIP" tienen"alta"
identidad" de" secuencia" aminoacídica," la" diferencia" fundamental" en" la" estructura" primaria" que"
permite"diferenciar"a"los"integrantes"de"las"dos"subfamilias"se"encuentra"en"los"extremos"amino"y"
carboxi" terminal." Las"PIP1" se" caracterizan"por" tener"un"extremo"amino" terminal"más" largo" y"un"
extremo"carboxi"terminal"más"corto"que"las"PIP2."En"plantas"vasculares"que"ya"poseen"su"genoma"
secuenciado" y" analizado" (Arabidopsis* thaliana," Oryza* sativa," Zea* mays,* Vitis* vinífera,* Solanum*
tuberosum,* Brassica* rapa,* Solanum* lycopersicum,* Populus* trichocarpa,* Gossypium* hirsutum* L,*
Glycine*max*L.),"las"PIP1"representan"entre"un"30%"y"un"50%"del"total"de"las"PIP"(Chaumont"et*al.,"
2001;" Johanson" et* al.," 2001;" Sakurai" et* al.," 2005;" Shelden" et* al.," 2009;" Gupta" &"
Sankararamakrishnan,"2009;"Sade"et*al.,"2009;"Park"et*al.,"2010;"Zhang"et*al.,"2013;"Venkatesh"et*
al.,"2013;"Tao"et*al.,"2014)."
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Figura*1.6:*Distribución*de*los*genes*que*codifican*las*acuaporinas*en*diferentes*especies*de*plantas.*(A)"
Esquema"de" la" cantidad"de"genes"de"acuaporinas"presentes"en"cada"especie"y" la"proporción"de"ellos"que"
pertenecen"a"PIP1,"PIP2"u"otras"acuaporinas."(B)"Porcentaje"de"PIPs"dentro"de"la"cantidad"total"de"genes"de"
acuaporinas" para" dicotiledóneas," monocotiledóneas" y" el" caso" aislado" de" Physcomitrella* patens" (%"
PIP/AQPtotales" ±" SEM)." (C)" Porcentaje" de" PIP1" dentro" de" la" cantidad" total" de" PIPs" presentes" para"
dicotiledóneas,"monocotiledóneas"y"el"caso"aislado"de"Physcomitrella*patens"(%"PIP1/PIPs"±"SEM)."
A"partir"de"los"primeros"reportes"de"funcionalidad"de"PIP1"y"PIP2"(Kammerloher"et*al.,"1994)"hubo"
un" crecimiento"muy"dispar" en" cuanto"al" conocimiento"de"estas"proteínas" tanto"a"nivel" biofísico"
como"de"su"relevancia"fisiológica."Esto"fue"consecuencia"de"un"problema"metodológico"detectado"
recién" diez" años" después" de" la" primera" prueba" funcional" del" estudio" de" las" PIP1" utilizando" las"
técnicas"tradicionales"de"expresión"heteróloga."Este"inconveniente"estaba"dado"por"la"incapacidad"
(desconocida"en"su"momento)"de" las"PIP1"de"acceder"a" la"membrana"plasmática"de"los"sistemas"
utilizados"y"en"consecuencia,"la"imposibilidad"de"obtener"conclusiones"sobre"la"misma"al"analizar"
la"permeabilidad"al"agua"de"la"membrana"plasmática."Es"así"que"con"estas"técnicas,"algunas"PIP1"
parecían"no"aumentar"la"Pf"de"la"membrana"del"oocito"con"respecto"al"ensayo"control"(Chaumont"
et* al.," 2000a;" Picaud" et* al.," 2003)" y" otras" parecían" hacerlo" con" baja" eficiencia" (Li" et* al.," 2000;"
Dordas" et* al.," 2000;" Picaud" et* al.," 2003;" Gaspar" et* al.," 2003)." Sin" embargo," en" estos" primeros"
trabajos,"no"se"realizaban"experimentos"que"pusieran"en"evidencia"su"localización,"i.e."presencia"o"
ausencia"en"la"membrana"plasmática."Este"panorama"incompleto"estableció"el"paradigma"de"que"
las"PIP1"no"actuaban"como"canales"de"agua,"o"que"su"actividad"era"mucho"más"baja"que" la"que"
presentaban" las" PIP2." Fetter" et* al.," (2004)" fue" el" primer" trabajo" en" donde" se" observó" que" al"
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expresar"una"PIP1"en"oocitos"de"Xenopus,"ésta"quedaba"retenida"en"estructuras"intracelulares,"no"
pudiendo" alcanzar" la" membrana" plasmática." El" experimento" fue" realizado" en" este" caso" para"
ZmPIP1;1" y" ZmPIP1;2" (dos" PIP1" de" Zea* mays)." Este" evento" fue" tomado" como" referencia" para"
analizar" la" distribución" de" reportes" sobre" la" permeabilidad" en" oocitos" de" Xenopus" de" las" PIP1"
(Fetter"et*al.,"2004)"(Figura"1.7)."
*
*
Figura*1.7:*Distribución*de*los*valores*de*Pf*medidos*en*oocitos*de*Xenopus*reportados."El"gráfico"muestra"
el" número"de" reportes"en" función"de" los" rangos"de" la"permeabilidad"de"oocitos" inyectados" con"una"PIP1"
relativa"a"la"permeabilidad"de"oocitos"no"inyectados."En"los"gráficos"de"torta"se"muestra"la"distribución"de"
los"casos"en"los"que"la"permeabilidad"relativa"dio"igual"a"1"contra"los"casos"en"los"que"otorgó"un"valor"mayor"
que"1."El"tamaño"de"la"torta"representa"la"cantidad"total"de"casos"analizados."Se"presentan"dos"gráficos"que"
abarcan"distintos"períodos."El"primero"abarca"las"publicaciones"desde"1994"hasta"el"2004,"el"segundo"abarca"
las"publicaciones"posteriores"al"2004"(las"referencias"utilizadas"se"encuentran"en"el"Anexo"1).*
"
El"gráfico"presentado"en"la"Figura"1.7"muestra"la"distribución"de"las"Pf"observadas"para"todos"los"
casos"reportados."La"mayoría"de"las"PIP1"estudiadas"al"sobreSexpresarlas"en"oocitos"de"Xenopus,"
no"aumentaron"la"Pf"de"la"membrana,"siendo"esta"igual"a"la"de"oocitos"no"inyectados"o"inyectados"
con"agua" [1≥(PfPIP1/PfWI)]" (Picaud"et*al.," 2003;" TournaireSRoux"et*al.," 2003;" Fetter"et*al.," 2004;"
Temmei"et* al.," 2005;" Zhou"et* al.," 2007;"Mahdieh"et* al.," 2008;" Azad"et* al.," 2008;" Shelden"et* al.,"
2009;" Vandeleur"et* al.," 2009;"Matsumoto"et* al.," 2009;" Secchi"&" Zwieniecki," 2010;" Bellati" et* al.,"
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2010;"Horie"et*al.,"2011;"Ayadi"et*al.,"2011;"Liu"et*al.,"2013;"Chen"et*al.,"2013)."Muchos"de"los"casos"
en" que" se" observa" una" actividad"mayor" a" la" del" control" corresponden" a" acuaporinas" que" están"
reportadas"varias"veces"en"la"bibliografía,"existiendo"controversia"entre"los"resultados"mostrados"
por" grupos" diferentes." Entre" ellas," AtPIP1;1," AtPIP1;3," OsPIP1;1" y" VvPIP1;2" poseen" reportes"
previos" al" de" 2004" donde" se" observa" un" aumento" de" la" Pf" de" la" MP" de" oocitos" de" Xenopus"
mientras"que"en" reportes"posteriores"al"2004" la"Pf" alcanzada" resultó" igual"al" control" (TournaireS
Roux*et*al.,"2003;"Shelden*et*al.,"2009;"Matsumoto*et*al.,"2009)."Para"contextualizar"la"información"
dentro"de"un"marco"histórico,"se"agruparon"los"datos"teniendo"en"cuenta"dos"períodos"(1994S2004"
y"2005S2014"para"mostrar"la"distribución"de"casos"en"donde"la"Pf"reportada"para"las"PIP1"relativa"
al"control"(oocitos"no"inyectados"o"inyectados"con"agua)"es"igual"a"uno"(no"transporta"agua)"o"es"
mayor"que"uno"(transporta"agua)."El"evento"que"se"eligió"para"separar"los"períodos"fue"el"primer"
reporte"de"que"una"PIP1"falla"en"localizarse"en"la"membrana"plasmática"cuando"es"expresada"en"
oocitos" de" Xenopus" (Fetter" et* al.," 2004)." El" área" de" cada" torta" de" la" Figura" 1.7" representa" el"
número"total"de"casos"reportados,"siendo"mayor"en"el"período"que"comprende"del"2004"al"2014."
En" cada" gráfico" de" torta," la" diferencia" de" la" Pf" observada" (Pfrel" igual" o" diferente" a" uno)" puede"
explicarse"si"se"considera"la"existencia"de"diferentes"subgrupos"dentro"de"la"subfamilia"PIP1,"esto"
es"un"grupo"que"no"es"capaz"de"llegar"a"la"MP"de"los"oocitos"cuando"se"expresan"solas"y"uno"que"
sí."Ahora"bien,"si"consideramos"el"marco"histórico"(antes"y"después"del"2004"respectivamente),"se"
observa" un" cambio" en" la" distribución." Antes" de" 2004," el" 71%" de" los" casos" muestran" que" PIP1"
aumenta" la" permeabilidad" de" la" MP" de" los" oocitos," mientras" que" solo" el" 29%" de" los" reportes"
muestran"que"no"aumentan"la"Pf"con"respecto"al"control."Después"de"2004,"el"80%"de"los"reportes"
documentan"PIP1"que"no"produjeron"un"aumento"apreciable"de"la"Pf"de"la"MP"cuando"se"expresa"
por" sí" sola." Parecería" ser" que" las" PIP1" (o" al" menos" la" mayoría" de" ellas)" fallan" en" llegar" a" la"
membrana" plasmática" de" oocitos" de" Xenopus," con" lo" cual" todas" las" conclusiones" obtenidas"
expresando"solo"una"PIP1"en"este"sistema"podrían"no"ser"consideradas"del"todo"válidas."
Para"resolver"las"dificultades"experimentales"que"presentaba"el"sistema"de"oocitos"de"Xenopus,"se"
intentó"expresar"PIP1"de"diferentes"plantas"en"sistemas"heterólogos"diferentes."El"primer"reporte"
de"expresión"heteróloga"de"una"PIP1"en"Saccharomyces*cerevisiae*es"del"2004"(Suga"&"Maeshima,"
2004)" donde" se" analizaron" tres" PIP1" de" Raphanus* sativus" obteniendo" resultados" diferentes" en"
cada" caso." RsPIP1;2" y" RsPIP1;3" demostraron" aumentar" la" permeabilidad" osmótica" relativa" de"
vesículas" de" membrana" plasmática" de" la" levadura" mientras" que" RsPIP1;1" no" aumentó" la"
permeabilidad" con" respecto" a" vesículas" de" MP" de" levadura" transformadas" solo" con" el" vector."
Ejemplos"similares"a"RsPIP1;1"se"observaron"en"publicaciones"posteriores"para"OsPIP1;1"(Sakurai"
Capítulo"1"
"
"
36"
et* al.," 2005)" y"OsPIP1;2" (Sakurai" et* al.," 2005," 2008)" demostrando" poco" aumento" (o" nulo)" de" la"
permeabilidad" al" agua" de" vesículas." Por" otra" parte," para" NtAQP1" (Otto" et* al.," 2010)" y" AtPIP1;2"
(Heckwolf"et*al.,"2011)"se"analizó"la"permeabilidad"de"protoplastos"enteros"de"Saccharomyces."Si"
bien" no" aumentaron" la" permeabilidad" al" agua" de" los" mismos," sí" demostraron" aumentar" la"
permeabilidad"al"dióxido"de"carbono"en"este"sistema."Tanto"NtAQP1"(Biela"et*al.,"1999;"Siefritz"et*
al.,"2001;"Mahdieh"et*al.,"2008)"como"AtPIP1;2"(TournaireSRoux"et*al.,"2003)"y"OsPIP1;1"(Li"et*al.,"
2000)" demostraron" actividad" como" canales" de" agua" en" oocitos" de" Xenopus," lo" que" llevaría" a"
pensar"que"el" entorno" (i.e." la"membrana"en"donde"están"expresadas)" afectaría" su" capacidad"de"
transporte."Otro"caso"de"expresión"heteróloga"fue"la"utilización"de"Escherichia*coli"para"expresar"
OsPIP1;1"(Liu"et*al.,"2013)."Se"generaron"proteoliposomas"utilizando"la"membrana"de"la"bacteria"y"
se"midió" la" permeabilidad" al" agua"de" los"mismos"encontrando"que"OsPIP1;1"no" solo"posee"una"
permeabilidad" alta," sino" que" también" es" inhibida" por" Hg2+" y" que" esta" inhibición" es" revertida"
utilizando" βSmercaptoetanol." Este" resultado" se" sumaría" a" la" problemática" que" surge" de" la"
observación"de"diferentes"permeabilidades"de"acuerdo"al"sistema"de"expresión"ya"que,"como"se"
mencionó," OsPIP1;1" había" demostrado" tener" muy" baja" actividad" tanto" al" ser" expresada" en"
Saccharomyces*cerevisiae*(Sakurai"et*al.,"2005)"como"en"oocitos"(Li"et*al.,"2000)."
Las"consecuencias"de"las"interpretaciones"erróneas"de"los"experimentos"realizados"en"oocitos"de"
Xenopus" llevaron" a" que" se" sospeche" de" su" no" funcionalidad" (cerrada" o" incapaz" de" transportar"
agua)" y" los" experimentos" realizados" en" otros" sistemas" tampoco" aclararon"mucho" el" panorama"
dado"a"que"se"obtuvieron"resultados"muy"disímiles.""
En" forma" paralela," el" estudio" y" conocimiento" de" las" PIP2" Sque" no" presentaban" estos"
inconvenientesS" avanzó" rápidamente." Por" lo" tanto" en" este" mismo" período," las" PIP2" fueron"
ampliamente"estudiadas"y"caracterizadas:"se"encuentran"en"la"membrana"como"homoStetrámeros"
(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006;"Li"et*al.,"2011)"y"translocan"a" la"MP"aportándole"una"alta"Pf."El"
gating"de"las"PIP2"se"evidencia"con"la"acidificación"del"pH"intracelular"(TournaireSRoux"et*al.,"2003;"
Verdoucq" et* al.," 2008;" Bellati" et* al.," 2010)," o" con" el" aumento" de" la" concentración" de" cationes"
(Verdoucq"et*al.,"2008)"y/o"se"induce"con"la"desfosforilación"de"Serinas"específicas"(Johansson"et*
al.,"1998;"Azad"et*al.,"2004)."En"todos"estos"casos"se" favorece"el"estado"cerrado"del"canal."En"el"
caso" de" la" regulación" por" acidificación" citosólica," se" identificó" el" aminoácido" responsable:" una"
Histidina"en"un" loop"muy"conservado"que"en"el"caso"de"la"AtPIP2;2"de"Arabidopsis*thaliana"es" la"
Histidina"197."Teniendo"en"cuenta"esta"evidencia,"para"SoPIP2;1"se"propuso"un"modelo"de"gating"
del" canal" de" agua" para" tres" mecanismos" de" regulación" supuestamente" independientes"
(acidificación"citosólica,"aumento"de"la"concentración"intracelular"de"calcio"y"desfosforilación"de"la"
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Serina"115),"tarea"que"se"llevó"a"cabo"analizando"estructuras"cristalográficas"de"la"acuaporina"en"
sus"estados"abierto"y"cerrado"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."Los"aminoácidos"involucrados"en"
el"gating*según"este"modelo"se"encuentran"muy"conservados"en"todas" las"PIPs."Hay"que"aclarar"
que"solo"existe"un"reporte"de"gating"por"acidificación"citosólica"de"una"PIP1"(TournaireSRoux"et*al.,"
2003),"probablemente"dadas"las"dificultades"que"fueron"expuestas"anteriormente.""
Durante" el" periodo" en" el" cual" se" pensaba" que" las" PIP1" no" eran" acuaporinas" funcionales" para"
transporte"de"agua,"se" intentó"probar"su"capacidad"de"transporte"de"otros"solutos."Sin"embargo"
hay" que" tener" en" cuenta" que" el" análisis" de" la" información" presenta" las"mismas" dificultades" de"
interpretación" de" los" resultados" que" para" el" caso" del" transporte" de" agua." Las" PIP1" que"
demostraron" transporte" de" glicerol" en" oocitos" de" Xenopus" fueron" NtAQP1" (Biela" et* al.," 1999),"
SsAQP1"(Moshelion"et*al.,"2002),"VvPIP1;2"(Picaud"et*al.,"2003)"mientras"que"ZmPIP1;2"(Chaumont"
et*al.,"2000),"VvPIP1;3"(Picaud"et*al.,"2003),"SlPIP1;2"(Werner"et*al.,"2001)"y"PvPIP1;1"(Zhou"et*al.,"
2007)"no"aumentaron"el" transporte"de"glicerol"con" respecto"al" control."Por"otra"parte,"entre" las"
que"presentaron"transporte"de"urea"en"oocitos"de"Xenopus"se"encuentran"NtAQP1"(Eckert"et*al.,"
1999)" y" ZmPIP1;5" (Gaspar" et* al.," 2003)," mientras" que" AtPIP1;1" (Schäffner," 1998)," ZmPIP1;2"
(Chaumont"et*al.,"2000),"VvPIP1;2,"VvPIP1;3"(Picaud"et*al.,"2003)"y"PvPIP1;1"(Zhou"et*al.,"2007)"no"
aumentaron"el" transporte"de"urea"con" respecto"al" control."Además"existen" reportes"aislados"en"
donde" se" analizó" el" transporte" de" ácido" bórico" (Dordas" et* al.," 2000)," colina" (Chaumont" et* al.,"
2000),"metilamina"(Zhou"et*al.,"2007),"aminoácidos"(Chaumont"et*al.,"2000a)"o"iones"como"K+,"Na+"
y"Cl+"(Schäffner,"1998;"Biela"et*al.,"1999)."En"todos"estos"casos,"se"obtuvieron"resultados"negativos,"
con" lo" cual," no" se"puede"asegurar" si" las"PIP1"ensayadas"no" transportan"estos" solutos"o" si" no" se"
encuentra"en"la"membrana"plasmática"como"para"evidenciar"su"actividad."
El" soluto"más" investigado" que" las" PIP1" parecerían" transportar," es" el" CO2." El" transporte" de" este"
soluto" por" parte" de" las" PIP1" comenzó" a" ser" indagado" a" partir" del" descubrimiento" de" que"AQP1"
parecía" transportar"CO2"y"de"esta"manera"podía"estar"cumpliendo"un"rol"a"nivel"pulmonar"en"el"
intercambio"gaseoso"en"mamíferos." En"el" caso"de"AQP1"existen" sin"embargo"evidencias" tanto"a"
favor" como" en" contra" de" su" capacidad" de" transporte" de" CO2" y" como" de" su" relevancia" a" nivel"
fisiológico"(Ludewig"&"Dynowski,"2009)."En"el"caso"de"las"PIP1"se"propuso"transporte"de"CO2"para"
NtAQP1," AtPIP1;2" y" su" participación" en" dicho" transporte" y" relevancia" fisiológica" está"
fundamentada"por"varios"motivos"y" técnicas" complementarias:" i)" localización"en" las"membranas"
del" cloroplasto;" ii)" transporte" de" CO2" en" sistemas" heterólogos;" iii)" cambios" en" la" conductancia"
estomática" al" CO2" en" plantas" antisense" que" carecen" de" las" PIP1" involucradas" (Verdoucq" et* al.,"
2014)."
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Si" bien" las" PIP1" se" comenzaron" a" estudiar" hace" veinte" años," poco" se" sabe" acerca" de" sus"
características" intrínsecas" y" de" regulación" dada" la" utilización" de" técnicas" Squizás" ahora"
inadecuadasS" para" su" investigación." Quisiéramos" destacar" que" su" transporte" de" agua" Sal" ser"
expresadas"solasS"no"se"encuentra"del"todo"confirmado"principalmente"por"dos"motivos:"i)"es"una"
familia"muy"amplia"y"diferentes"grupos"de"investigación"estudian"diferentes"PIP1"que"pueden"o"no"
compartir"características," ii)" la"medida"de"permeabilidad"al"agua"en"oocitos"de"Xenopus"sin"estar"
acompañada" de" un" estudio" sobre" la" localización" celular," arrastró" años" de" interpretaciones"
erróneas" de" los" resultados." En" todo" este" proceso," y" como" se" mencionara" en" las" Secciones"
anteriores"el"estudio"de"las"PIP1"fue"posible"luego"de"que"se"demostró"que"al"coSexpresarlas"junto"
con"una"PIP2"éstas"parecían"interaccionar"funcionalmente,"i.e."aumentan"la"permeabilidad"al"agua"
de"oocitos"de"Xenopus"con"respecto"a"la"situación"en"donde"solo"la"PIP2"se"encontraba"expresada.""
1.4.2*Interacción*PIP1DPIP2*
El"primer"reporte"de"una"PIP1"que"al"ser"coSexpresada"con"una"PIP2"produce"un"aumento"de"la"Pf"
mayor"al" que"producía" la"PIP2" sola" data"de"15"años" (Chaumont"et*al.," 2000b)."A"partir"de"aquí,"
numerosos" trabajos" reportaron"un"aumento"en" la"Pf"de"oocitos"que"coSexpresan"una"PIP1" junto"
con" una" PIP2" con" respecto" a" oocitos" que" expresan" únicamente" la" PIP2" correspondiente." En"
algunos"de"estos"trabajos"se"observó"también"que"al"coSexpresar"algunas"PIP1"con"alguna"PIP2"de"
la"misma"planta"en"oocitos"de"Xenopus,"la"PIP1"se"reSlocalizaba"a"la"membrana"plasmática"(Fetter"
et* al.," 2004;" Mahdieh" et* al.," 2008;" Jozefkowicz" et* al.," 2013)." Este" mecanismo" por" el" cual" la"
interacción" entre" PIP1" y" PIP2" modifica" el" trafficking" de" las" PIP1" se" observó" también" in* planta*
(Zelazny"et*al.,"2007;"Sorieul"et*al.,"2010;"Liu"et*al.,"2013)."Este"comportamiento"parecería"que"no"
es"una"característica"de"la"PIP1"o"la"PIP2"en"sí,"sino"que"es"una"característica"de"cada"par"PIP1SPIP2"
coSexpresado."Por"ejemplo,"hay"reportes"de"PIP1"que"presentaron"un"aumento"de"la"Pf"diferente,"
dependiendo"de"la"PIP2"con"la"que"fueron"coSexpresadas"(Fetter"et*al.,"2004;"Secchi"&"Zwieniecki,"
2010;" Horie" et* al.," 2011)." También" existen" algunos" pares" PIP1SPIP2" en" que" esta" interacción"
funcional" no" se" observó" (Zhou" et* al.," 2007;" Secchi" &" Zwieniecki," 2010;" Horie" et* al.," 2011;"
Jozefkowicz" et* al.," 2013)." En" la" Figura" 1.8" se" presentan" los" porcentajes" del" total" de" trabajos"
publicados"en"que" se"observó" interacción"entre"algún"par"PIP1SPIP2"y"en" los"que"no" se"observó"
interacción."Teniendo"en"cuenta"estas"observaciones,"parecería"importante"analizar"cada"par"PIP1S
PIP2"y"considerar"principalmente"los"que"se"expresan"en"el"mismo"tipo"celular."
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Figura* 1.8:* Distribución* de* los* pares* PIP1DPIP2* que*
interaccionan." Gráfico" de" tortas" en" el" que" se" esquematiza" el"
porcentaje" de" los" pares" PIP1SPIP2" que" mostraron" interacción"
funcional" en" oocitos" de" Xenopus" sobre" el" total" de" casos"
ensayados" (las" referencias" utilizadas" se" encuentran" en" el" Anexo"
2)."
"
"
"
"
Esta" observación" experimental" fue" llamada" Interacción" Funcional" (Chaumont" et* al.," 2000b)," y"
comprende" una" serie" de" fenómenos" biofísicos" que" pueden" ser" distinguibles" espacioS
temporalmente"o"ser"clasificados"diferencialmente"por"las"técnicas"que"aportan"información"sobre"
los"mismos."La"clasificación"sugerida"para"el"análisis"es"la"siguiente:"
1D Interacción*física*y*formación*de*heterotetrámeros*
2D Trafficking*a*MP*
3D Actividad*y*regulación*del*complejo*interactuante*
"
1. Interacción física y formación de heterotetrámeros. 
La"interacción"física"entre"una"PIP1"y"una"PIP2"fue"probada"en"sistemas"heterólogos,"por"primera"
vez"en"oocitos"en"el" 2004"utilizando"HisSZmPIP2;1" (ZmPIP2;1"marcada"en"el"NSterminal" con"una"
cola"de"histidinas)"y"ZmPIP1;2SGFP,"a"través"de"su"coSpurificación"en"una"columna"de"níquel"(Fetter"
et*al.,"2004)."Luego"se"confirmó"en"células"COS" la" interacción"entre"MpPIP2;1"y"MpPIP1;1"y"que"
esta" interacción" se"mantiene" si" se" expresa" en" lugar" de"MpPIP1;1"wt," a" las"MpPIP1;1"mutantes"
S131A," S209A" y" S131A/S209A" (Temmei" et* al.," 2005)." La" primera" prueba" obtenida" de" que" la"
interacción" se" produce" en" planta" se" realizó" en" el" 2007" por" dos" técnicas" diferentes" (FRET" y" coS
purificación)"(Zelazny"et*al.,"2007).""
El"fenómeno"de"interacción"y"la"formación"heterotetrámeros"no"son"eventos"que"necesariamente"
ocurran"por" separado." Es" decir," era" altamente"probable"que" la" interacción" entre" PIP1" y" PIP2" se"
produjera"mediante" la"formación"de"heterotetrámeros."Lamentablemente," las"técnicas"utilizadas"
para"ver" interacción"no"permiten"distinguir"si"el"proceso"se"produce"a"través"de" la" formación"de"
heterotetrámeros"u"homotetrámeros"que"forman"heterooligómeros"(es"decir,"un"homotetrámero"
de" PIP1" interactuando" con" un" homotetrámero" de" PIP2)." Originalmente" se" sospechó" que" la"
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interacción"se"producía"a"partir"de" la"formación"de"estructuras"heterotetraméricas"(Fetter"et*al.,"
2004)" dado" que" ya" estaba" ampliamente" comprobado" que" las" acuaporinas" se" organizaban"
formando" tetrámeros" (Murata" et* al.," 2000;" Sui" et* al.," 2001)." Mas" tarde," en" un" análisis" más"
cuidadoso" de" los" experimentos" se" comenzó" a" considerar" la" hipótesis" de" que" estas" estructuras"
podían"bien"ser"heterooligómeros"(Zelazny"et*al.,"2007)."Para"el"año"2010,"un"trabajo"realizado"con"
NtAQP1" (una" PIP1" de" Nicotiana* tabacum)" y" NtPIP2;1," demostró" (utilizando" diversas" técnicas"
incluidas"BiFC"y"cromatrografía"de"proteínas)"que"esas"PIPs"forman"heterotetrámeros"cuando"son"
coSexpresadas"heterólogamente"en"Saccharomyces*cerevisiae*(Otto"et*al.,"2010)."Más"tarde,"para"
ZmPIPs"se" identificó"una"cisteína" localizada"en"el" loop"A"que"se"encontraba"conservada"tanto"en"
PIP1"como"en"PIP2,"blanco"de"la"formación"de"puentes"disulfuros"entre"monómeros"(Bienert"et*al.,"
2012)."Si"bien"la"ausencia"de"esta"cisteína"no"evitaba"la"formación"de"los"tetrámeros,"los"autores"
sugirieron"que"la"formación"de"homodímeros"podría"estar"fijando"la"configuración"del"tetrámero."
De"esta"manera"PIP1"y"PIP2"formarían"heterotetrámeros"con"un"arreglo"estequiométrico"2:2."Una"
de"las"evidencias"más"fuertes"de"que"las"PIP1"y"las"PIP2"forman"heterotetraméros"fue"recolectada"
por"integrantes"de"nuestro"grupo"de"investigación"(Jozefkowicz"et*al.,"2013)"donde"se"mutó"el"loop"
A"de"BvPIP2;1"que"no"interactuaba"con"BvPIP1;1"y"se"generó"una"mutante"que"tenía"la"capacidad"
de" interaccionar." Experimentos" de" modelado" por" homología" y" de" simulación" computacional"
demostraron"que"esta"zona"del"loop*se"ubicaba"hacia"el"centro"del"tetrámero."Así,"el"cambio"de"la"
capacidad" de" interacción" estaba" indicando" claramente" que" se" trataba" de" una" interacción" por"
formación" de" un" heterotetrámero."Quedan"muchos" interrogantes" en" lo" que" respecta" al" arreglo"
estequiométrico"de" la" formación"del" tetrámero," incluyendo"si"este"se"mantiene"entre"diferentes"
isoformas"PIP1SPIP2"y"o"si"tiene"alguna"relevancia"a"nivel"funcional."
2. Trafficking a MP 
Si"bien"existen"muchos" trabajos"donde"se"observó" la" interacción" funcional"entre"PIP1"y"PIP2,"no"
todos" realizaron" experimentos" de" localización" para" confirmar" si" la" consecuencia" de" esta" coS
expresión"resultaba"efectivamente"en"el"redireccionamiento"de"la"PIP1"correspondiente"a"la"MP."
Actualmente"se"ha"demostrado"solo"para"algunas"PIP1"que"al"ser"coSexpresadas"con"una"PIP2"se"
redireccionan"hacia"la"membrana"plasmática"en"oocitos"de"Xenopus"(Fetter"et*al.,"2004;"Mahdieh"
et* al.," 2008;" Jozefkowicz" et* al.," 2013;" Liu" et* al.," 2013)." Esta" reSlocalización" dependiente" de" la"
interacción" fue" descripta" para" varias" PIP1" utilizando" células" vegetales" en" lugar" del"mencionado"
sistema"de"expresión"heterólogo,"lo"que"estaría"demostrando"que"es"un"proceso"que"puede"estar"
afectando" su" relevancia" fisiológica." Por" un" lado" se" observó"que" ZmPIP1;1" o" ZmPIP1;2"marcadas"
fluorescentemente" y" sobreexpresadas" en" protoplastos" de" mesófilo" de" maíz" requerían" la"
sobreexpresión"conjunta"de"una"PIP2"para"localizarse"en"MP."De"otra"manera,"quedaban"retenidas"
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en"estructuras"internas"y"coSlocalizaban"con"un"marcador"de"retículo"endoplasmático"(YFP::HDEL)"
(Zelazny"et*al.,"2007)."Resultados"similares"se"obtuvieron"con"EGFPSOsPIP1;1"y"OsPIP1;2"cuando"se"
sobreexpresaron"conjuntamente"en"protoplastos"provenientes"de"una"línea"celular"de"arroz"(Liu"et*
al.,"2013)."En"células"de"epidermis"de"Arabidopsis*thaliana"transformadas"con"las"respectivas"PIPs"
fusionadas"a"proteínas"fluorescentes,"se"observó"que"AtPIP1;4"llegaba"a"membrana"solo"si"era"coS
expresada"con"AtPIP2;1"wt"con"su"respectivo"sitio"de"localización"a"membrana"intacto"(Sorieul"et*
al.,"2010)."Por"último,"para"dos"acuaporinas"de"Rosa*hybrida"RhPIP1;1"y"RhPIP2;1"transformadas"
transientemente"en"hojas"de"Nicotiana*benthamiana"y"empleando"la"técnica"de"BiFC"se"demostró"
que"interaccionan"entre"ellas"y"que"como"resultado"de"esta"interacción"ambas"se"localizan"en"MP"
(Chen"et*al.,"2013).""
Como" consecuencia" directa" de" estas" observaciones" las" energías" fueron" en" primer" lugar"
concentradas"en"identificar"el"motivo"que"permitía"que"las"PIP2"tuvieran"localización"en"la"MP,"a"
diferencia"de"las"PIP1."Zelazny"(et*al.,"2009)"distinguió"un"motivo"diacídico"conservado"(D/ESXSD/E)"
que" funcionaba" como" señal" de" transporte" a" MP" para" varias" PIP2" de" Maíz." Sin" embargo" dicho"
motivo"no"resultó"ser"conservado,"dado"que"no"se"encontraba"en"otras"PIP2"que"también"tenían"
localización"en"MP."Por"análisis"de"FRETSFLIM"en"mutantes"diseñadas"para"eliminar"este"motivo"los"
autores"concluyeron"que"la"falta"del"mismo"no"evitaba"que"se"produzca"la"heteroSoligomerización"
en"retículo"endoplasmático."Es"decir,"que"en"este"caso"el"proceso"de"heteroSoligomerización"y"de"
trafficking" a" membrana" parecían" ser" mecanismos" independientes." Realizando" quimeras" entre"
ZmPIP2;5"y"ZmPIP1;2,"le"adosaron"el"motivo"de"transporte"a"MP"a"la"PIP1,"sin"lograr"que"cambie"su"
localización" en" retículo." Ya" en" un" trabajo" anterior," el" mismo" grupo" de" investigación" había"
planteado"que" las"PIP1"podían"tener"una"señal"de"retención"en"retículo"y"que"su"asociación"con"
una"PIP2"podía"estar"enmascarando"esta"señal"permitiendo"su"translocación"a"MP"(Zelazny"et*al.,"
2007)."
Evidentemente"el"proceso"de"trafficking"de"proteínas"de"membrana"plasmática"es"más"complejo"e"
involucra"varias"señales"que"pueden"estar"dispuestas"en"diversos"sitios"de"la"estructura"secundaria"
de" la"proteína"o"pueden"ser"señales"que"se"originan"y"se"muestran"solo"cuando" la"proteína"está"
formando"determinadas"estructuras"cuaternarias"como"podría"ser"el"heterotetrámero."
En" los" últimos" años," la" comprensión"del" proceso"de" trafficking" a"MP"de" las" PIP2" recibió" fuertes"
avances." Se" dilucidó" que" el" transporte" postSGolgi" es" regulado" por" la" proteína" SNARE" SYP121"
(Besserer"et*al.,"2012;"Hachez"et*al.,"2013,"2014),"una"sintaxina"de"membrana"plasmática"que"ya"se"
había"descripto" como"participante"del" trafficking" y" la" regulación"de" canales" de"K+" (Sutter"et* al.,"
2006;"Honsbein"et*al.,"2009)."Se"observó"además"que"esta"regulación"se"producía"por"interacción"
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física"entre"SYP121"y"ZmPIP2;5"o"AtPIP2;7"y"al"interaccionar"con"cualquiera"de"estas"PIP2,"producía"
una"disminución"en" su" actividad." Este"mecanismo"dependiente"de"proteínas" SNARE" ya" se"había"
descripto"previamente"para"AQP2"(Procino"et*al.,"2008;"Mistry"et*al.,"2009;"Wang"et*al.,"2010)."En"
trabajos" anteriores" realizados" con" AtPIP2;1" se" observó" que" el" trafficking" era" dependiente" de"
modificaciones"postStraduccionales" como" la" fosforilación" y" la" ubiquitinización" (Prak"et* al.," 2008;"
Lee"et*al.,"2009)."A"pesar"de"estos"avances"que"involucran"motivos"responsables"del"trafficking"de"
las"PIP2"y"que"permiten"incluso"proponer"un"posible"mecanismo,"no"ha"sucedido"lo"mismo"con"las"
PIP1."Las"razones"por"las"cuales"las"PIP1"tienen"un"proceso"diferenciado"que"limita"su"capacidad"de"
llegar"a"MP"quedan"aún"por"ser"develadas.*
3. Actividad y regulación del complejo interactuante. 
En" canales" multiméricos" existen" numerosos" ejemplos" en" donde" la" heterooligomerización"
diferencial"de"subunidades"modifican" la"actividad"y" la" regulación"del"canal"o" receptor"resultante"
(Ottschytsch"et*al.,"2002;"Etxeberria"et*al.,"2004;"Torvinen"et*al.,"2005)."La" interacción"PIP1SPIP2"
fue"muy"novedosa,"sin"precedentes"claros"en"otras"acuaporinas"y"en"realidad"su"estudio"comenzó"
en" forma" relativamente" reciente," especialmente" dentro" del" grupo" de" investigación" en" el" que"
realicé" mi" Tesis" doctoral." La" posibilidad" de" que" en" la" membrana" plasmática" puedan" estar"
presentes" diferentes" heterotetrámeros" de" integrantes" de" las" familias" PIP1" y" PIP2" abre" un" gran"
abanico"de"posibilidades"para" la" regulación"de" su"permeabilidad" y" la" capacidad"de" la"misma"de"
responder"más" o"menos" rápidamente" ante" cambios" ambientales." Aquí" radica" la" importancia" de"
estudiar"la"influencia"de"este"mecanismo"de"interacción"sobre"la"actividad"y"regulación"del"gating"
de" las"mismas."Resultados"previos"del" laboratorio,"demostraron"el"efecto"de" la" interacción"PIP1S
PIP2"sobre"la"regulación"por"cambios"de"pH"citosólicos"(Alleva"et*al.,"2010;"Bellati"et*al.,"2010)."Se"
comparó" el" efecto" de" acidificación" citosólica" del" oocito" para" BvPIP2;2" y" para" la" combinación"
BvPIP1;1SBvPIP2;2"de"Beta*vulgaris."Se"detectó"un"corrimiento"en"el"pH"de"inhibición"media"(EC50)"
hacia"valores"más"alcalinos,"y"por"lo"tanto"más"cercanos"a"valores"de"pH"fisiológicos"cuando"ambas"
PIPs"eran"expresadas"en"conjunto"(Bellati"et*al.,"2010;"Tesis"doctoral"2012)."En"forma"paralela,"se"
comenzó"a"estudiar"este"mismo"efecto"sobre"las"acuaporinas"de"Fragaria*x*ananassa"(que"son"las"
utilizadas" en" esta" Tesis)," observándose" por" vez" primera" el" efecto" de" inhibición" diferencial" a" pH"
ácido"de"FaPIP2;1"con"respecto"a"la"coSexpresión"FaPIP1;1:FaPIP2;1."Sin"embargo,"no"se"llegaron"a"
completar" los" experimentos" de" inhibición" que" permiten" describirla" utilizando" parámetros" como"
constantes"de"inhibición"o"EC50"y"que"fueron"parte"de"los"objetivos"de"esta"Tesis."Los"efectos"de"la"
interacción" sobre" la" actividad" de" las" acuaporinas" y" sobre" la" regulación" de" su" apertura" o" cierre"
serán"tratados"principalmente"en"los"capítulos"3"y"4"de"esta"Tesis"doctoral."
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1.4.3*PIP1*
1.4.3.1*Rol*de*las*PIP1*
La" regulación"del" transporte"de"agua"en"plantas"posee"un"papel" fundamental" tanto"en"procesos"
fisiológicos" como" en" la" adaptación" de" las" plantas" a" las" condiciones" adversas" que" le" impone" el"
medio" ambiente" (Hachez" et* al.," 2006;" Maurel" et* al.," 2008)." Una" de" las" estrategias" que" más"
información"aportó"acerca"del"rol"fisiológico"de"las"PIP1"es"la"generación"de"plantas"transgénicas,"
especialmente" cuando" son"modificadas" para" disminuir" o" anular" la" expresión" de" alguna" PIP1" en"
particular." Estos" experimentos," sumados" a" experimentos" previos" que" estudian" la" localización" y"
niveles"de"expresión"de"las"PIP1"a"nivel"planta"(Otto"et*al.,"2000),"permitieron"postular"que"las"PIP1"
podrían"tener"un"rol"preponderante"y"contribuirían"a" la"conductividad"hidráulica"tanto"de" la"raíz"
(Siefritz" et* al.," 2002)" como" de" la" hoja" (Postaire" et* al.," 2010)." Tanto" plantas" transgénicas" de"
Nicotiana* tabacum* como" Arabidopsis* thaliana" deficientes" en" alguna" PIP1" (NtAQP1" o" AtPIP1;2)"
mostraron" valores" de" conductividad" hidráulica" de" raíz" y" hoja" reducidas" (Martre" et* al.," 2002;"
Siefritz"et*al.,"2002;"Postaire"et*al.,"2010)."Es"interesante"notar"además"que"la"expresión"de"PIP1"en"
raíces" y" hojas" se" ha" correlacionado" con" la" presencia" de" barreras" apoplásticas," la" exodermis" y"
endodermis" en" las" raíces" o" en" las" células" de" la" vaina" del" haz" suberizadas" de" las" hojas," lo" que"
sugiere"un"papel"esencial"en" la"difusión"de"agua" transmembrana"cuando"se"ve"obstaculizado"su"
movimiento"por"vía"apoplástica"(Hachez"et*al.,"2006)."En"un"árbol"leñoso"(Populus*trichocarpa)"se"
describió" que" las" PIP1" se" disponen" alrededor" de" los" vasos" xilemáticos" del" tallo" y" su" función"
parecería" estar" relacionada" con" la" recuperación" del" embolismo" (Secchi" &" Zwieniecki," 2014)." La"
participación"de"las"PIP1"en"procesos"fisiológicos"como"la"germinación"también"ha"sido"resultado"
de"estudios"de"su"sobreexpresión"o"de"disminución"de"la"expresión"de"alguna"PIP1"en"particular"en"
otras" especies" de" plantas" (Gao" et* al.," 1999;" Yu" et* al.," 2005;" Jang" et* al.," 2007;" Hu" et* al.," 2012)."
Existen" otros" trabajos" en" donde" se" miden" transcriptos" o" cantidad" de" proteína" expresada" ante"
distintos" estímulos" y" que" asocian" la" expresión" de" integrantes" de" la" familia" PIP1" a" procesos" de"
respuesta"a" factores"ambientales"como"el"estrés"por"sequía" (Jang"et*al.,"2004;"Alexandersson"et*
al.,"2005),"el"estrés"salino" (Jang"et*al.,"2004;"Boursiac"et*al.,"2005;"Zhu"et*al.,"2005;"Sutka"et*al.,"
2011)"y"el"estrés"por"congelamiento"(Jang"et*al.,"2004;"Sakurai"et*al.,"2005)."En"todos"los"procesos"
descriptos"anteriormente"las"PIP1"estarían"involucradas"en"el"pasaje"de"agua"regulado"a"través"de"
membranas" y" es"posible"que"en" varios" casos" se"encuentren" trabajando" conjuntamente" con"una"
PIP2." De" hecho," si" se" analizan" estudios" donde" se" observan" cambios" de" expresión" de" PIPs" ante"
distintos"estímulos,"se"observa"que"para"cada"planta"siempre"hay"parejas"PIP1SPIP2"que"cambian"
sus"niveles"de"expresión"conjuntamente"(Hachez"et*al.,"2006;"Alexandersson"et*al.,"2010;"SakuraiS
Capítulo"1"
"
"
44"
Ishikawa"et* al.," 2011)."No" solo" eso," estudios" realizados" con"plantas" transgénicas" de"Arabidopsis*
thaliana" en"donde" se" reducía" la" expresión"de" las" PIP1"o"de" las" PIP2"o"de" ambas," las" tres" líneas"
demostraban"la"misma"reducción"de"la"conductividad"hidráulica"de"la"raíz,"por"lo"tanto"presencia"
de"niveles"normales"de" integrantes"de"ambas"subfamilias" son"necesarias"para"que"ésta"no"sufra"
modificaciones"(Martre"et*al.,"2002).""
*
1.4.3.2*¿Cuál*es*la*contribución*de*las*PIP1?*
Como"se"expuso"anteriormente,"el"estudio"individual"de"las"PIP1"como"transportadores"de"agua"ha"
presentado"muchas"dificultades"experimentales"y" resultados"controversiales."El"panorama"no"se"
benefició" con" la" basta" cantidad" de" integrantes" de" la" familia" que" se" estudiaron," no" pudiendo"
establecer" si" las" diferencias" observadas" se" debían" a" errores" experimentales" o" a" la" variabilidad"
natural"de"sus"integrantes.""
El"descubrimiento"de"la"incapacidad"de"traslocarse"solas"a"la"membrana"plasmática"de"oocitos"de"
Xenopus"de" la"mayoría"de" las"PIP1" junto"con"el"hallazgo"de"que"al"coSexpresar"algunas"PIP1"con"
algunas"PIP2"se"producía"un"aumento"de"la"Pf,"permitieron"no"solo"modificar"el"paradigma"inicial"
de"su"actividad"sino"modificar"la"forma"de"estudiarla"así"como"sus"mecanismos"de"regulación."Las"
evidencias" indicarían" que" en" las" plantas" las" PIP1" se" encuentran" en" membrana" plasmática" e"
interaccionando"junto"con"una"PIP2,"por"lo"tanto"resulta"más"interesante"y"más"rico"estudiarlas"en"
estas"condiciones."La"dificultad"de"utilizar"membranas"vegetales"para"cumplir"este"objetivo"reside"
en" la" extensa" cantidad" de" acuaporinas" que" presenta," que" no" permitirían" diferenciar" las"
características" de" cada" complejo" interactuante" así" como" tampoco" dilucidar" las" propiedades"
intrínsecas" que" aportan" las" PIP1." Es" por" eso" que" la" utilización" de" sistemas" heterólogos" o"
membranas"artificiales"sigue"siendo"una"herramienta"útil"para"estudiar"a"las"PIP1"en"este"contexto.""
Como"se"mencionara,"los"experimentos"de"coSexpresión"PIP1SPIP2"demostraron"claramente"que"la"
permeabilidad" osmótica" se" ve" fuertemente" incrementada." Sin" embargo," la" causa" de" ese"
incremento"es"tema"de"discusión."Se"pueden"explicar"con"diferentes"opciones:"i)"es"posible"que"la"
PIP1"posea"alta"capacidad"de"transportar"agua" individualmente"y"que"el"hecho"de"ser"expresada"
con"PIP2"y"poder"llegar"a"la"membrana"evidencie"esta"característica;"ii)"otra"posibilidad"es"que"la"
interacción" entre" PIP1" y" PIP2" aumente" la" capacidad" de" transporte" de" la" PIP2" involucrada,"
generando"un"mecanismo"sinérgico"en"el"que"cada"componente"se"ve"afectado"por"el"otro"(PIP2"le"
permite"a"PIP1" llegar" a"MP"y"PIP1" le"permite"a"PIP2"aumentar" su"permeabilidad);" iii)" es"posible"
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también"que"los"dos"procesos"descriptos"ocurran"en"simultáneo,"siendo"la"causa"del"aumento"de"
la"Pf"tanto"el"sinergismo"como"el"direccionamiento"de"la"PIP1."
De" esta" forma," las" preguntas" que" quedan" sin" responder" se" enfocan" en" conocer" la" verdadera"
actividad"de"las"PIP1"y"de"las"PIP2"cuando"se"encuentran"interaccionando,"y"la"manera"en"que"esta"
interacción" afecta" y" puede"modificar" la" regulación" del"gating" de" cada" acuaporina" del" complejo"
tetramérico," influyendo" así" en" la" permeabilidad" de" la" membrana" que" coSexpresa" ambas"
acuaporinas."
1.5*Construcción*de*la*hipótesis*
1.5.1*Antecedentes*del*grupo*de*investigación*
Al"momento"de"comenzar"con"mi"Tesis,"en"el"laboratorio"dirigido"por"la"Dra."Amodeo"ya"se"había"
empezado" a" trabajar" con" dos" PIPs" levantadas" de" fruto" de" Fragaria* x* ananassa:" FaPIP1;1" y"
FaPIP2;1."Si"bien"se"había"comenzado"a"caracterizar"biofísicamente"ambas"acuaporinas,"la"mayoría"
del" trabajo" que" complementó" esta" información" se" centró" en" su" estudio" fisiológico." En" la" Tesis"
Doctoral"de"Paula"Mut,"se"realiza"un"análisis"de"los"patrones"de"expresión"de"las"PIP1"y"las"PIP2"en"
fruto"entero"en"los"estadíos"de"maduración"del"fruto"de"Fragaria*x*ananassa."En"la"Tesis"Doctoral"
de"Mercedes"Marquez"se"ahonda"aún"más"en"la"descripción"anatómica"del"fruto"y"se"analizan"los"
caminos"del"agua"a"través"del"mismo"y"los"patrones"de"expresión"de"PIP1"y"PIP2"en"las"diferentes"
estructuras" que" lo" componen." Con" respecto" a" la" caracterización" funcional," el" primer" trabajo"
publicado"en"donde"se"logra"subclonar"y"se"comienza"a"caracterizar"biofísicamente"a"FaPIP1;1"se"
publica" en" el" 2008" (Mut" et* al.," 2008)" donde" se" hace" un" análisis" de" la" expresión" de" PIP1" en"
diferentes"partes"de"la"planta"utilizando"la"técnica"de"Northen*blot."Se"detectó"alta"producción"de"
ARN"de"FaPIP1;1"en"fruto"rojo,"mientras"que"no"fue"detectada"en"otras"partes"de"la"planta"como"
hojas," raíz"y" flor." La"producción"de"ARN"se"correlacionó"con"el"proceso"de"maduración"de" fruto,"
observando" un" aumento" del" mismo" hacia" los" estadios" finales" de" la" maduración." A" la" vez," se"
observó" que" la" producción" de" auxinas" generaba" una" disminución" de" la" cantidad" de" ARN" de"
FaPIP1;1" producida." Con" respecto" a" la" actividad" de" FaPIP1;1," al" observar" su" alta" expresión" en"
vesículas"de"membrana"plasmática"y"que"éstas"presentaban"una"alta"Pf,"se"procedió"a"subclonar"la"
misma"para"medir"su"actividad"en"oocitos"de"Xenopus."Cuando"esta"era"expresada"en"oocitos,"no"
se"observaba"cambio"en"la"Pf"con"respecto"al"control"(oocitos"no"inyectados)."Sin"embargo,"al"coS
expresarla" junto" con"AtPIP2;3" (una"PIP2"de"Arabidopsis* thaliana" disponible"en"el" laboratorio"en"
ese"momento)" se" producía" un" aumento" de" la" Pf" con" respecto" a" la" Pf" que" presentaban" oocitos"
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inyectados"solo"con"ARNc"de"AtPIP2;3."A"la"vez,"al"aumentar"la"cantidad"inyectada"de"FaPIP1;1"en"
la"coSinyección,"se"producía"un"aumento"de"la"Pf"total."Estos"fueron"los"primeros"indicios"de"que"la"
coSexpresión"afectaba"los"valores"de"Pf."
Por" otra" parte," para" el" año" 2010" se" subclonó" FaPIP2;1." Los" resultados" del" estudio" de" esta"
acuaporina" se" presentaron" en" un" trabajo" publicado" (Alleva" et* al.," 2010)" y" en" la" Tesis" de"
Licenciatura" de" la" Lic."Mercedes"Márquez." En" estos" trabajos,"mediante" la" utilización" de" sondas"
genéricas" para" PIP1" y" PIP2" se" realizó"Northern* blot" para" medir" la" expresión" de" las" mismas" en"
diferentes" estadíos" de" maduración" del" fruto" y" para" dos" cultivares" que" poseían" una" firmeza"
diferente" (Toyonoka"y"Camarosa)."La"expresión"de"ambas"subfamilias"de"acuaporinas" fue"menor"
en" la" que" producía" un" fruto" menos" firme" (Toyonoka)." Con" respecto" al" análisis" funcional" de"
FaPIP2;1,"al"expresarla"en"oocitos"de"Xenopus,"esta"presentó"una"Pf"significativamente"diferente"al"
control" y"que" correlacionaba" con" la"masa"de"ARNc" inyectada." Sin"embargo," al" coSinyectarla" con"
FaPIP1;1"con"FaPIP2;1,"se"produjo"un"aumento"de" la"Pf"con"respecto"a" lo"que"aportaba"FaPIP2;1"
sola,"al"igual"que"lo"que"ya"se"había"visto"con"AtPIP2;3."Además"se"había"ensayado"transporte"de"
solutos"para"FaPIP2;1"utilizando"medios"isotónicos"pero"que"presentaban"una"alta"concentración"
del"soluto"al"que"se"le"quería"medir"el"transporte"a"través"de"la"acuaporina"(Beitz"et*al.,"2004;"Soto"
et*al.,"2008)."FaPIP2;1"resultó"no"favorecer"el"transporte"de"urea,"glicerol,"ácido"bórico"ni"amonio."
Por"último,"para"este"trabajo"se"realizaron"ensayos"de"inhibición"por"acidificación"del"pH"interno"
del"oocito."La"acción"del"cambio"de"pH"se"analizó"para"dos"puntos"extremos:"acidificación"con"pH"
6,0" y" pH" fisiológico" 7,5." En" este" caso," la" coSexpresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1" demostró" tener" un"
comportamiento"diferencial"frente"a"la"expresión"de"FaPIP2;1"sola"en"cuanto"a"la"regulación"de"la"
actividad"de" las"acuaporinas"por"disminución"del"pH"citosólico"presentando"diferente"porcentaje"
de"inhibición"al"acidificar"el"medio"interno."
Todos"estos"avances"dieron"un"fuerte"contexto"para"explorar"el"aporte"de"FaPIP1;1,"es"decir"poder"
dilucidar"las"características"propias"del"canal"y"de"su"regulación"intrínseca."
1.5.2*Hipótesis*de*trabajo*
FaPIP1;1" es" una" acuaporina" funcional" para" el" transporte" de" agua," que" solo" puede" acceder" a" la"
membrana"plasmática"coSexpresada"con"una"PIP2"y"al"coSexpresarse"cambia"las"características"de"
regulación" del" pasaje" de" agua" de" la" membrana." Nuestra" propuesta" es" que" los" mecanismos" de"
regulación" (heterotetramerización," fosforilación" de" residuos" de" Serina" y"gating" por" disminución"
del" pH" citosólico)" interaccionan," definiendo" la" permeabilidad" al" agua" de" una" membrana" y"
otorgándole"plasticidad"para"modificarse"ante"diferentes"situaciones."
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1.5.3*Objetivos*de*la*Tesis*
Como*objetivo*general*se*plantea*estudiar*el*aporte*de*diferentes*acuaporinas*a*la*permeabilidad*
al* agua* total* de* una* membrana* celular* que* las* coHexpresa* para* poder* así* analizar* cómo*
contribuyen*al*transporte*de*agua*transmembrana*con*sus*potenciales*modos*de*regulación."
Específicamente" esta" Tesis" doctoral" se" centrará" en" investigar" cómo" regulan" la" permeabilidad"
osmótica"de"la"membrana"plasmática"dos"subtipos"de"acuaporinas"(PIP1"y"PIP2)"con"capacidad"de"
interaccionar"entre"sí."Para"ello"se"utilizarán"dos"acuaporinas"de"Fragaria*x*ananassa" FaPIP1;1"y"
FaPIP2;1."Nuestra"hipótesis"de"trabajo"es"que"FaPIP1;1"es"una"acuaporina"activa,"que"solo"puede"
acceder" a" la" membrana" plasmática" coSexpresada" con" una" PIP2" y" al" coSexpresarse" cambia" las"
características"de"regulación"del"pasaje"de"agua"de"la"membrana.""
Para" poder" trabajar" sobre" esta" hipótesis" planteada," se" propone" en" el" desarrollo" de" mi" Tesis"
doctoral"cumplir"con"los"siguientes"objetivos*específicos:"
1. Expresar* a* las* proteínas* correspondientes* (FaPIP1;1* y* FaPIP2;1)* en* un* sistema* de*
expresión*heterólogo*(oocitos*de*Xenopus)*para*caracterizar*sus*propiedades*como*canal*
de* agua.* Analizar* el* transporte* de* las* mismas* cuando* ambas* se* encuentran* coD
expresadas*en*diferentes*proporciones.*
2. Resolver*la*localización*de*las*acuaporinas*cuando*son*expresadas*individualmente*o*coD
expresadas.*
3. Identificar* las*características* intrínsecas*de*FaPIP1;1*cuando*se*encuentra*coDexpresada*
con*FaPIP2;1.*Para*ello*se*propone*generar*una*mutante*inactiva*de*FaPIP2;1*que*logre*
interaccionar*con*FaPIP1;1*para*lograr*su*presencia*en*membrana*plasmática.*
4. Estudiar*si*la*reducción*de*la*permeabilidad*al*agua*a*través*del*poro,*como*consecuencia*
de*la*acidificación*citosólica,*depende*de*una*acción*individual*o*conjunta*de*subtipos*de*
acuaporinas.**
5. Estudiar* si*mecanismos* de* fosforilación* o* desfosforilación* de* Serinas* presentes* ambas*
acuaporinas* influyen* en* la* regulación* de* la* permeabilidad* osmótica* ya* sea* cuando* se*
encuentran*expresadas* individualmente*o* coDexpresadas.*Para* cumplir*este*objetivo* se*
propone*obtener*mutantes*que*pierdan*la*capacidad*de*fosforilarse.*
6. Analizar*la*interacción*entre*los*mecanismos*de*regulación*estudiados.*
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2.1*Introducción*
2.1.1*El*coeficiente*de*permeabilidad*osmótica*de*la*membrana*
El" estudio" de" las" propiedades" intrínsecas" de" las" acuaporinas" requiere" de" la" medición" de" su"
actividad"como"canales"de"agua."Dado"que"algunos" integrantes"de" la" familia" también" facilitan"el"
movimiento"de"solutos,"se"hizo"necesario"considerar"también"su"análisis"funcional."La"construcción"
de" los" árboles" filogenéticos" y" búsqueda" de" homólogos" se" ha" convertido" en" una" de" las"
herramientas"claves"empleadas"para"acotar"dentro"del"abanico"de"posibilidades" las"propiedades"
de"transporte"a"considerar"en"una"acuaporina"desconocida.""
Básicamente,"para"estudiar"el"movimiento"de"agua"que" se"produce"a" través"de"una"acuaporina,"
ésta" tiene"que"estar" incluida"en"una"membrana,"y" se"debe"establecer"un"gradiente"hidrostático,"
osmótico"a"través"de"la"misma."Desafortunadamente,"a"diferencia"de"lo"que"pasa"con"el"resto"de"
los"canales"(principalmente"iónicos),"no"hay"a"la"fecha"ninguna"técnica"equivalente"a"patchHclamp"
que" pueda" ser" utilizada" para" detectar" el" flujo" de" agua" a" través" de" un" canal" de" agua" único."
Fundamentalmente,"esto"se"debe"a"dos"motivos:"i)"el"agua"no"posee"carga,"por"lo"que"la"corriente"
eléctrica" no" se" puede" detectar;" ii)" la" permeabilidad" al" agua" de" las" bicapas" lipídicas" es"
relativamente" alta." Entonces," en" la" caracterización" de" una" acuaporina" como" transportadora" de"
agua," se" utilizan" parámetros" que" describen" la" actividad" de" la" membrana" como" un" todo." En" el"
Capítulo"1"se"mencionó"que"tradicionalmente"para"estudiar"a"las"acuaporinas"se"usa"el"coeficiente"
de"permeabilidad"osmótica"(Pf)"de"la"membrana"que"contiene"a"la(s)"acuaporina(s)"bajo"estudio"y,"
en" algunos" casos" el" coeficiente" de" permeabilidad" difusional" (Pd)." El" parámetro" Pf" deriva" de" las"
ecuaciones"propuestas"por"Kedem"&"Katchalsky"(1958)"y"Katchalsky"&"Curran"(1965),"a"partir"de"
contribuciones" anteriores" de" la" termodinámica" de" procesos" irreversibles" (Staverman," 1951;"
Kirkwood,"1954)."Estas"describían,"entre"otras"cosas,"el"flujo"de"solventes"a"través"de"membranas"
semipermeables:"
"!! = !! !! − !"# ! ! Ecuación"1!
Donde,"!!"es"el"flujo"volumétrico"a"través"de"la"membrana,"!!"es"el"coeficiente"de"permeabilidad"hidráulica"de"dicha"membrana,""
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σ"es"el"coeficiente"de"reflexión"del"soluto1,"Δ!" y"Δπ" representan" las" fuerzas" impulsoras" respectivas," la" diferencia" de" presión" hidrostática" y"
osmótica"a"ambos"lados"de"la"membrana"analizada.""
En"esta"ecuación,"Lp"es"el" flujo"volumétrico"por"unidad"de"fuerza" impulsora,"sea"esta"osmótica"o"
hidrostática."El"flujo"volumétrico"se"puede"expresar"como"flujo"molar"dividiéndolo"por"el"volumen"
molar" del" solvente" que" esté" permeando," en" nuestro" caso" particular" por" el" volumen"molar" del"
agua." Además," Lp" es" dependiente" del" área" de" la"membrana" en" cuestión." De" esta"manera," para"
independizarse" del" área" de" la" membrana" y" convertir" a" flujo" molar," la" Ecuación" 1" se" puede"
reescribir"de"la"siguiente"forma:"! = !!!! = !!! !!!" − !" ! ! Ecuación"2"
Donde,"!"es"el"flujo"de"agua"en"moles/s"!!es"el"volumen"parcial"del"agua"(18"cm3.molS1)"!"es"el"área""!!es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"!"es"la"constante"de"los"gases"!"es"la"temperatura"absoluta"en"Kelvin"!"" es" la" diferencia" de" concentración" de" soluto" no" permeable" σ = 1 " entre" los" lados" de" la"
membrana"
De"esta"forma,"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"(Pf)"queda"definido"como"una"propiedad"
intrínseca"de" la"membrana"dado"que"representa" la"cantidad"de"moles"de"agua"que"atraviesan" la"
membrana"por"unidad"de"área"de"la"misma,"por"magnitud"del"gradiente"resultante"en"una"unidad"
de"tiempo."De"las"ecuaciones"anteriores"y"asumiendo"que"el"coeficiente"de"reflexión"es"igual"a"1,"
se"desprende"la"relación"entre"Pf"y"Lp:"!! = !!!"!!! ! ! Ecuación"3"
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
1El"coeficiente"de"reflexión"del"soluto"σ"refleja"si"el"soluto"analizado"puede"o"no"atravesar"una"membrana"
particular." Este" coeficiente" puede" tomar" valores" entre" 1" y" 0:" si" el" soluto" es" totalmente" impermeable,"
equivale" a" 1," mientras" que" si" permea" libremente" la" membrana" tomará" el" valor" 0." Valores" intermedios"
reflejan"permeabilidades"diferenciales" y"que"pueden" resultar" claves"no" solo"en"el"movimiento"del" soluto"
sino"también"del"solvente."
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2.1.2*Técnicas*utilizadas*para*medir*Pf*
Para" caracterizar" el" transporte" de" agua" de" una" acuaporina" mediante" la" utilización" de" este"
parámetro"las"técnicas"usadas"consisten"en"someter"a"una"membrana"que"contiene"acuaporinas"a"
un"shock"osmótico"y"medir"por"unidad"de"tiempo"el"cambio"de"volumen"(del"sistema"cerrado"que"
conforma"la"membrana)."La"diferencia"entre"las"técnicas"radica"en"la"procedencia"y/o"naturaleza"
de" la" membrana" y" en" la" metodología" utilizada" para"medir" cambio" de" volumen." Este" último" es"
dependiente" de" la" relación" volumen/diámetro" (vesícula," célula," epitelio)" de" los" sistemas" de"
membrana"a"estudiar" (stopped* flow," turbidimetría,"videomicroscopía)" (Meyer"&"Verkman,"1986;"
Maurel" et* al.," 1997;" Moshelion" &" Moran," 2004;" Azad" et* al.," 2008)." Por" una" cuestión" de"
simplificación"las"técnicas"también"se"pueden"clasificar"en"dos"grupos:"
1) Sistemas"nativos"o"expresión"homóloga"
Estudiar"a"las"acuaporinas"en"un"sistema"nativo"consiste"en"investigar"el"cambio"de"volumen"de"la"
membrana" que" las" expresa" naturalmente." Es" decir," utilizando" células" enteras," organelas" o"
vesículas" purificadas" de" membrana" (plasmática," tonoplasto," otras" endomembranas)" del"
organismo," órgano" o" tejido" donde" esa" acuaporina" está" expresada" (Alleva" et* al.," 2006)." Estas"
técnicas" tienen" la" ventaja" de" que" evalúan" funcionalidad" en" la"membrana" nativa" por" lo" que" en"
primera"aproximación"se"mantendrían"las"interacciones"entre"la"acuaporina"estudiada"y"los"lípidos"
y"proteínas"con"los"que"se"encuentra"normalmente."Sin"embargo,"posee"la"desventaja"de"que"en"el"
caso" de" que" haya" otra" proteína" que" posea" la" misma" función" (transportar" agua)," no" se" podrá"
discriminar" actividad," respuesta" ante"estímulos" y"mecanismos"de" regulación"entre" ellas." Esto" es"
muy"común"que"ocurra"con" las"membranas"de" las"células"vegetales,"dada" la"amplia"diversidad"y"
cantidad"de"acuaporinas"expresadas"en"una"misma"membrana"celular.""
Dentro"de"este"grupo"podemos" incluir" las" técnicas"de" sobreSexpresión"homóloga," en"donde"por"
técnicas" de" biología" molecular" se" generan" células" (u" organismos)" que" sobreexpresan"
constitutivamente"o" transitivamente"algún"gen"propio"de"ese"organismo"o"células"en" las"que"se"
silencia" algún" gen." De" esta" manera," se" puede" comparar" la" permeabilidad" generada" por" la"
sobreexpresión" o" el" silenciamiento" de" alguna" acuaporina" en" particular" contra" la" permeabilidad"
generada" por" un" control" que" expresa" solo" los" canales" que" posee" normalmente" (Postaire"et* al.,"
2010)."De"esta"forma,"esta"técnica"presenta"una"pequeña"mejora"sobre"la"desventaja"presentada"
por" los" sistemas" nativos." Sin" embargo," muchas" veces" la" sobreexpresión" o" el" silenciamiento" de"
genes" produce" efectos" sobre" la" expresión" de" otros" genes," dificultando" la" interpretación" de" los"
resultados.""
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2) Sistemas"de"expresión"heteróloga"
Este"grupo"engloba"a"los"casos"en"donde"se"sobreexpresa"una"acuaporina"proveniente"de"alguna"
especie" en" particular" en" una" célula" de" un" organismo" diferente," para" luego" evaluar" la"
permeabilidad"osmótica"que"genera"esta"sobreexpresión."Los"sistemas"más"utilizados"para"medir"
Pf" y" caracterizar" acuaporinas" son" los" oocitos" de"Xenopus* laevis* (Preston"et* al.," 1992)," levaduras"
como" Pichia* pastoris" (Azad" et* al.," 2008)" o" Saccharomyces* cerevisiae* (Karlsson" et* al.," 2003)," o"
bacterias"como"Escherichia*coli* (Liu"et*al.,"2013)."También,"en"el" caso"de"acuaporinas"vegetales,"
para" evaluar" parámetros" fisiológicos" a" nivel" de" planta" entera" muchas" veces" se" realiza"
sobreexpresión"heteróloga"de"acuaporinas"en"plantas"transgénicas"como"Arabidopsis*thaliana*(Cui"
et* al.," 2008)" o" Nicotiana* tabacum* (Aharon" et* al.," 2003)" y" se" controla" la" actividad" de" las"
acuaporinas"sobreexpresadas"midiendo"Pf"de"protoplastos"purificados"a"partir"de"las"mismas."Las"
ventajas" y"desventajas"del" sistema"heterólogo"de" sobreexpresión"dependen"de" cada" sistema"en"
particular"y" las"hipótesis"que"se"deseen" resolver."Por" lo"general," si" se"quiere"evaluar"actividad"y"
regulación" de" una" acuaporina," se" utilizan" sistemas" heterólogos" donde" la" membrana" nativa" no"
presente" canales" de" agua" endógenos." El" más" utilizado" con" estas" características" es" oocitos" de"
Xenopus,"pero"también"existen"cepas"de"E.*coli"y"de"las"dos"especies"de"levaduras"que"no"expresan"
acuaporinas" endógenas" (Karlsson" et* al.," 2003;" Azad" et* al.," 2008)." La" principal" ventaja" de" estas"
técnicas"es"que"permiten"diseccionar"inequívocamente"la"actividad"de"una"acuaporina"específica."
La" principal" desventaja" es" que" se" está" evaluando" la" actividad" de" una" acuaporina" que" no" se"
encuentra"con"su"entorno"de"membrana"nativo.""
En"el"caso"de"que"la"expresión"heteróloga"se"realice"en"E.*coli"o"en"levaduras,"se"puede"estimar"la"
actividad"de"la"acuaporina"como"canal"de"agua"utilizando"diferentes"técnicas:"i)"medir"cambios"de"
volumen"de"protoplastos"enteros"ante"un"shock"osmótico"(Fischer"&"Kaldenhoff,"2008);"ii)"generar"
vesículas"de"menor"tamaño"de"la"membrana"deseada"que"contiene"la"acuaporina"y"medir"cambios"
de"volumen"de"las"mismas"ante"un"shock"osmótico"(Sakurai"et*al.,"2005);"iii)"purificar"la"proteína"y"
resuspenderla" en" liposomas" construidos" artificialmente" para" luego" someterlos" a" un" shock"
osmótico"y"medir"el"cambio"de"volumen"de"los"mismos"(Liu"et*al.,"2013)."En"todos"estos"casos,"se"
utiliza"stopped*flow"(en"particular"dispersión"luminosa)"para"medir"cambio"de"volumen"y"en"menor"
medida" y" solo" para" los" casos" en" que" se" utilizan" células" enteras," se" pueden" emplear" técnicas"
turbidimétricas." En" la" siguiente" sección" se" describirá" con" detalle" el" sistema" de" expresión" de"
oocitos"de"Xenopus,"que"ha"sido"el"sistema"utilizado"en"esta"Tesis.""
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2.1.3*Expresión*heteróloga*en*oocitos*de*Xenopus*
La"utilización"de"oocitos"de"Xenopus*laevis"data"de"fechas"muy"anteriores"al"descubrimiento"de"las"
acuaporinas,"principalmente"para" la"expresión"de"una"gran"variedad"de"canales"y" receptores"de"
membrana"(Dascal,"1987;"Takahashi"et*al.,"1987;"Aoshima"et*al.,"1988;"Gould"&"Lienhard,"1989)."
Esto"se"debe"a"que"posee"grandes"ventajas"como"sistema"de"expresión"de"proteínas:"i)"los"oocitos"
son" células" de" gran" tamaño" (1" mm" aproximadamente)" por" lo" cual" es" sencillo" manipularlas" e"
introducirles" material" genético" (se" realiza" utilizando" un" microinyector);" ii)" es" capaz" de" aceptar"
ARNc"para"su"directo"procesamiento,"siendo"un"sistema"extremadamente"eficiente"para"sintetizar"
y"ensamblar"proteínas"exógenas"(Cao"et*al.,"1992)."
El" descubrimiento"de" las" acuaporinas" como" tales" fue" gracias" a" la" expresión" y" la"medición"de" su"
actividad"en" este" sistema" (Preston"et* al.," 1992)" y" a" partir" de" allí" se" convirtió" en" el" sistema"más"
utilizado"para"estudiarlas"principalmente"como"transportadoras"de"agua,"pero"también"de"solutos"
(Eckert"et* al.," 1999;" Picaud"et* al.," 2003;"Gaspar"et* al.," 2003)." Además"de" las" ventajas" generales"
mencionadas" como" sistema" heterólogo," presenta" una" serie" de" ventajas" particulares" para" su"
aplicación" en" la" medición" de" la" actividad" de" acuaporinas:" i)" su" gran" tamaño" celular" facilita" el"
seguimiento"del"cambio"de"volumen"causado"por"un"shock"osmótico,"pudiéndose"registrarse"por"
videomicroscopía;" ii)" su" membrana" posee" baja" permeabilidad" intrínseca" al" agua" (Zhang" &"
Verkman," 1991);" iii)" la" Pf" de" la" membrana" tanto" en" presencia" o" no" de" canales" de" agua" no" es"
afectada"por"efectos"de" capas"no"mezcladas" (Zhang"&"Verkman,"1991);" iv)"no"posee" canales"de"
agua" endógenos" en" los" estadíos" 5" y" 6," que" son" los" utilizados" para" la" expresión" de" acuaporinas"
(Zhang" &" Verkman," 1991;" Sobczak" et* al.," 2010);" v)" los" experimentos" de" coSexpresión," es" decir,"
experimentos" donde" se" coSexpresan" dos" acuaporinas" diferentes" para" ver" interacción" entre" las"
mismas"se"pueden"realizar"de"manera"muy"sencilla"(Fetter"et*al.,"2004)."
Sin" embargo," el" sistema" también" presenta" inconvenientes" que" hay" que" tener" en" cuenta" en" el"
momento" de" utilizar" la" técnica:" i)" la" membrana" del" oocito" presenta" microvellosidades" (Dascal,"
1987)"con"lo"cual,"el"área"medida"como"superficie"circular"es"subestimada,"ii)"existen"acuaporinas"
que" al" expresarlas" en" oocitos" de" Xenopus" no" se" localizan" en" la" membrana" plasmática" de" los"
mismos," es" por" eso" que" en" los" casos" en" que" se" observa" baja" permeabilidad" después" de"
sobreexpresar" una" acuaporina" el" estudio" debe" complementarse" con" un" experimento" de"
localización" subcelular" que" demuestre" efectivamente" que" la" acuaporina" se" encuentra" en"
membrana"plasmática.""
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Otros" inconvenientes" que" presenta" con" respecto" a" otros" sistemas" de" expresión" son:" i)"
disponibilidad" económica" y" de" espacio" físico:" es" una" técnica" cara" y" que" requiere" de" la"
infraestructura" adecuada"para"mantener" a" los" anfibios" (importados" de"USA)" en" cautiverio;" ii)" la"
utilización" de" animales" vivos" para" obtener" a" los" oocitos:" la" tendencia" mundial" es" disminuir" la"
experimentación"con"animales"hasta"el"mínimo"posible.""
El" protocolo" experimental" y" los" detalles" y" consideraciones" de" la" técnica" serán" ampliados" en" la"
parte" de" Metodología" de" este" capítulo," en" la" sección" que" se" encuentra" bajo" el" subtítulo"
Mediciones*de*permeabilidad*osmótica*de*agua.*
2.1.4* Técnicas* para* analizar* la* localización* de* acuaporinas* en*
oocitos*de*Xenopus*
Las"técnicas"que"se"utilizan"para"resolver"la"localización"de"acuaporinas"en"oocitos"de"Xenopus"son"
comunes" a" las" empleadas" en" general" para" toda" proteína" de" membrana." Algunas" de" ellas" S
utilización"de"anticuerposS"dependen"de" la"obtención"de"una"fracción"enriquecida"de"membrana"
plasmática" con" alto" grado" de" pureza" que" no" es" necesariamente" sencillo." Varios" de" estos"
protocolos" fueron" los" inicialmente"empleados"en" la"purificación"de"membranas"para" justificar" la"
presencia"o"ausencia"de"una"acuaporina"en"la"misma"(Chaumont"et*al.,"2000;"AmezcuaSRomero"et*
al.," 2010)." Sin" embargo" debe" tenerse" en" cuenta" que" a" pesar" de" la" variedad" de" protocolos" para"
cumplir" con"este"objetivo" siguen"evidenciándose" los" siguientes" inconvenientes:" i)" la" purificación"
puede"ser"parcial"y" la" fracción"se"encuentra"contaminada"con"membranas" intracelulares"(Wall"&"
Patel,"1989;"Geering"et*al.,"1989;"Hill"et*al.,"2005);"ii)"requiere"la"utilización"de"muchos"oocitos"por"
lo" que" lleva" mucho" tiempo" y" gasto" de" ARNc" (Kamsteeg" &" Deen," 2001);" iii)" incluye" numerosos"
pasos"experimentales,"como"la"remoción"manual"de"la"membrana"vitelina"de"los"oocitos"(Choe"&"
Sackin," 1997;" Kamsteeg" &" Deen," 2001)." Luego" de" realizar" la" purificación" de" la" membrana," se"
identifica" la" proteína" de" interés" en" la" fracción" purificada" por* Western* blot." Para" acuaporinas"
animales" esto" funciona" bastante" bien" dada" la" alta" especificidad" de" los" anticuerpos" disponibles"
(Nagy"et*al.,"2002;"Ramadhanti"et*al.,"2013)."En"plantas"ha"resultado"más"eficiente"marcaciones"de"
las"acuaporinas"usando"tags"de"pocos"aminoácidos"como"el"tag"His"o"el"myc,"haciendo"posible"la"
utilización"de"anticuerpos"contra"el"tag"que"se"encuentra"fusionado"a"la"misma"(Suga"&"Maeshima,"
2004;"Sakurai"et*al.,"2005)."
Otra" opción" para" establecer" la" localización" de" proteínas" de"membrana" en" el" oocito" consiste" en"
marcar"las"proteínas"usando"proteínas"fluorescentes"para"luego"utilizar"técnicas"de"microscopía"de"
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fluorescencia."Con"esta"técnica"se"puede"establecer"si" las"proteínas"de"membrana"se"encuentran"
en" la" membrana" plasmática" del" oocito," sin" la" necesidad" de" lisar" la" célula" y" aislar" membrana"
plasmática."Esto" representa"una"ventaja" con" respecto"a" las"anteriores,"dado"que"no"presenta"el"
problema"de"la"purificación"parcial."En"acuaporinas,"esta"técnica"fue"utilizada"sobre"oocitos"fijados"
y"cortados"con"micrótomo"para"observar"la"localización"de"acuaporinas"de"Zea*Mays"(Fetter"et*al.,"
2004)" y" de" Nicotiana* tabacum* (Mahdieh" et* al.," 2008)." Recientemente," para" distinguir" la"
localización"de"canales"de"potasio"en"membrana"plasmática,"se"utilizó"una"técnica"similar"pero"que"
no"requiere"del"proceso"de"fijación"y"corte"del"oocito"(Grasser"et*al.,"2008;"Naso"et*al.,"2009)."En"
este"caso,"se"inyecta"el"oocito"con"un"fluoróforo"que"queda"retenido"en"el"citosol"y"se"analizan"las"
imágenes" confocales" mediante" perfiles" de" fluorescencia," de" manera" tal" de" distinguir" si" la"
fluorescencia" del" canal" marcado" se" encuentra" más" externa" o" interna" a" la" fluorescencia" del"
fluoróforo." Esta" modificación" presenta" la" ventaja" de" que" se" observa" el" oocito" in* vivo," lo" que"
permite" descartar" modificaciones" de" la" localización" que" se" pueden" producir" en" el" proceso" de"
fijado"y"corte."Por"otra"parte,"la"desventaja"de"las"técnicas"de"expresión"de"proteínas"fusionadas"a"
proteínas" fluorescentes" es" que" la" misma" puede" modificar" la" localización" que" tendría"
naturalmente," es" por" eso" que" es" conveniente" acompañar" los" ensayos" de" localización" junto" con"
experimentos"de"funcionalidad"que"los"complementen."!
2.1.5*Antecedentes* de* cambio*de*permeabilidad*de* acuaporinas*
mediante*el*uso*de*mutaciones*puntuales*
La" mutagénesis" en" proteínas" se" utiliza" casi" desde" el" inicio" de" la" biología" molecular" como"
herramienta"para"dilucidar"la"función"de"determinados"aminoácidos"y"así"comprender"la"mecánica"
de" funcionamiento" de" las" proteínas." Los" primeros" trabajos" que" utilizaron" esta" estrategia" en" el"
estudio"de" las" acuaporinas" fueron" simultáneos" a" las" primeras" identificaciones"de" los" canales" de"
agua."El"enfoque"inicial"consistió"en"expresar"la"proteína"mutada"en"oocitos"de"Xenopus"y"medir"la"
permeabilidad"al"agua"de" la"membrana"del"oocito"que" los" sobreexpresa."Como"ya"se"mencionó,"
esta" técnica" tiene" la" limitación" de" que" la" mutación" puede" intervenir" con" la" localización" de" la"
proteína"a" la"membrana"plasmática,"que"puede"no" ser"evidenciada" si"no" se" realizan"ensayos"de"
localización." También" está" descripto" que" una" mutación" puntual" en" una" región" de" la" molécula"
puede"afectar"indirectamente"la"conformación"global"de"la"proteína,"dificultando"el"análisis"de"los"
efectos"que"fueron"generados"específicamente"por"el"sitio"mutado"(Fetter"et*al.,"2004;"Buck"et*al.,"
2007)."
Capítulo"1"
"
"
56"
Uno" de" los" primeros" estudios" utilizando" mutantes" fue" el" de" la" identificación" del" residuo"
responsable" del" bloqueo" de" la" actividad" de" la" AQP1" como" transportadora" de" agua" y" que" se"
producía"al" tratar"oocitos"que" la"expresaban"con"compuestos"mercuriados" (Preston"et*al.,"1993;"
Zhang"et*al.,"1993)."Poco"tiempo"después,"con" la"misma"estrategia,"se" identificaron" las"Cisteínas"
responsables" del" bloqueo" por" mercurio" para" AQP2" y" AQP3" (Bai" et* al.," 1996;" Kuwahara" et* al.,"
1997)." En" paralelo," se" comenzaron" a" realizar" estudios" usando" mutantes" para" investigar" cómo"
pequeñas"modificaciones"en"los"sitios"NPA"y"en"sus"cercanías,"alteraban"la"permeabilidad"de"estos"
canales" (Preston" et* al.," 1994;" Jung" et* al.," 1994;" Shi" &" Verkman," 1996;" Kuwahara" et* al.," 1997)."
Varias"de"estas"mutantes"de"los"sitios"NPA"o"de"aminoácidos"cercanos"parecían"ser"no"funcionales"
para" el" transporte" de" agua," sin" embargo," algunas" también" presentaban" inconvenientes" en" su"
trafficking"a"membrana"plasmática."El"grupo"de"Shi"(et*al.,"1994)"utilizó"esta"estrategia"de"generar"
mutantes" no" funcionales" o" insensibles" a"mercurio" de" AQP1," y" formó" quimeras" entre" estas" y" la"
AQP1"wt."Utilizando"esta"herramienta"observó"que"cada"monómero"del"tetrámero"se"comportaba"
como"un"canal"de"agua"independiente"que"se"inhibía"de"forma"independiente"ante"la"exposición"a"
compuestos"mercuriales."Más"adelante,"con"el"objetivo"de"analizar"la"permeabilidad"de"una"PIP1"
(ZmPIP1;2"de"Zea*mays;"Fetter"et*al.,"2004)"se"utilizó"la"estrategia"de"coSexpresar"a"la"PIP1"con"una"
mutante" inactiva" de" PIP2." Para" ello," los" autores" mutaron" ZmPIP2;5" que" había" demostrado"
interaccionar"con"ZmPIP1;2"generando"ZmPIP2;5G104W."La"mutación"elegida,"había"demostrado"
cerrar"el"poro"de"AQP4"sin"interferir"con"su"localización"a"membrana"plasmática"(Shi"&"Verkman,"
1996)." Sin" embargo," no" obtuvieron" buenos" resultados," dado" que" no" vieron" el" efecto" de" coS
expresión" esperado" con" la"mutante" de" PIP2" inactiva." En" nuestro" caso," ante" este" antecedente" y"
observando" los" efectos" de" las" mutaciones" que" se" habían" realizado" para" acuaporinas" animales,"
tomamos" la" decisión" de" mutar" el" segundo" sitio" NPA" de" FaPIP2;1" cambiando" Asparagina" por"
Aspártico" generando" FaPIP2;1N228D." Esta" mutante" realizada" en" AQP1" (AQP1N192D)" había"
demostrado" no" aumentar" significativamente" la" Pf" de" oocitos" de" Xenopus" respecto" a" los" no"
inyectados"(Jung"et*al.,"1994)."
2.2*Hipótesis*general*y*objetivos*
Resolver" la" localización" de" las" acuaporinas" cuando" son" expresadas" individualmente" o" coS
expresadas." En" caso" de" que" FaPIP1;1" transloque" a" membrana" plasmática" solo" cuando" se"
encuentra"coSexpresada"con"FaPIP2;1,"se"propone"como"objetivo"analizar"la"capacidad"de"FaPIP1;1"
para" transportar" agua." Para" ello" se" propone" la" construcción" una" mutante" no" funcional" de"
FaPIP2;1:" FaPIP2;1N228D" (siguiendo" las" estrategias" para" lograr" acuaporinas" no" funcionales" ya"
utilizada" en" acuaporinas" animales)." Mediante" ensayos" de" coSexpresión" entre" FaPIP1;1" y" la"
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mutante" y" experimentos" de" localización" celular" para" FaPIP1;1" y" para" la" mutante" se" propone"
avanzar"sobre"el"objetivo"general"de"esta"Tesis."
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2.3*Metodología*
Los" genes" correspondientes" a" las" acuaporinas" de" Fragaria* x* ananassa" (FaPIP1;1" GQ390798" y"
FaPIP2;1"GQ390799)"que"se"estudiaron"durante"mi"Tesis"doctoral"fueron"subclonados"a"un"vector"
de"expresión"derivado"del"pT7Ts"(utilizado"normalmente"para"la"expresión"en"oocitos"de"Xenopus*
laevis)"y"su"secuencia"fue"subida"al"GenBank"por"integrantes"del"grupo"de"trabajo"donde"realicé"la"
Tesis"(las"Dras."Paula"Mut,"Karina"Alleva,"Gabriela"Amodeo"y"la"Lic."Mercedes"Marquez)."El"vector"
pT7Ts" posee" la" región" 5’" y" 3’" UTR" del" gen" de" la" ßSglobina" de" Xenopus* laevis" lo" que" le" otorga"
estabilidad" al" ARNm" inyectado" en" los" oocitos" asegurando" la" correcta" traducción" de" la" proteína"
(Preston"et*al.,"1992)."
2.3.1*El*aislamiento*del*ADN*plasmídico*(Preps)*
El"aislamiento"de"ADN"plasmídico"a"partir"de"bacterias"DH5α"transformadas"se"realizó"utilizando"el"
protocolo" de" MidiPrep" descripto" previamente" (Magniatis" &" Sambrook," 1989)" o" en" su" defecto"
utilizando" el" kit" comercial" ZR" Plasmid" MidiPrepSClassic" de" Zymo" Research" y" siguiendo" las"
instrucciones"del"fabricante."
2.3.2*Mutagénesis*
Las"mutantes"FaPIP2;1N228D"y"FaPIP2;1N228DSEYFP"se"realizaron"mediante"la"utilización"de"un"kit"
comercial" (QuikChange" II" siteSdirected" mutagenesis" kit," Stratagene)" dada" su" alta" eficiencia." La"
generación"de"mutantes"conllevó"la"realización"de"los"siguientes"pasos:"
"
1. Diseño"y"síntesis"de"oligonucleótidos"(primers)"
"
Para" la" producción" de" cada" mutante," se" diseñaron" dos" oligonucleótidos" sintéticos," ambos"
conteniendo" la" mutación" deseada." El" kit" comercial" dispone" de" un" programa" que" diseña" los"
oligonucleótidos" adecuados," a" partir" de" la" secuencia" del" gen" original" y" la"mutación" deseada." El"
programa"(disponible"en"el"sitio"http://labtools.stratagene.com/QC)"nos"permitió"de"esta"manera"
diseñar"los"oligonucleótidos"para"que"posean"las"siguientes"características:"" contener" la"mutación"deseada" y" ser" complementarios" a" la"misma" secuencia" en" cadenas"
opuestas"del"plásmido."" Tener" una" longitud" entre" 25" y" 45" bases," con" una" temperatura" de" fusión" ≥78°C" y" un"
porcentaje"de"GC">40%,"además"de"garantizar"en"los"extremos"una"o"más"G"o"C."" La"base"mutada"debe"estar"aproximadamente"a"la"mitad"del"oligonucleótido,"con"~10–15"
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bases"de"secuencia"correcta"hacia"ambos"lados.""
Los" primers" utilizados" son" los" que" se" presentan" en" la" Tabla" 2.3.1" y" fueron" sintetizados"
comercialmente"(Tecnolab"SA,"Argentina)."
Tabla*2.3.1*Primers*utilizados*para*generar*mutante*FaPIP2;1N228D*
Primer& Secuencia!5´"3´! Tm!(ºC)! %GC!FaPIP2;1N228D!Foward! CAATCACCGGCACTGGTATCGACCCCGCAAGAAGTCTTGG! 77,8! 57,50!FaPIP2;1N228D!Reverse! CCAAGACTTCTTGCGGGGTCGATACCAGTGCCGGTGATTG! 77,8! 57,50!!
2. Síntesis"de"las"hebras"mutantes"
La"síntesis"se"realizó"utilizando"el"protocolo"de"PCR"recomendado"por"el"kit"detallado"en"la"Tabla"
2.3.2."Se"realizaron"en"simultáneo"las"tres"acuaporinas"mutantes"utilizando"16"ciclos"de"extensión,"
que"es"lo"recomendado"para"el"caso"de"cambios"de"aminoácido"(mutación"de"más"de"una"base).""
Tabla*2.3.2*Ciclo*de*PCR*para*la*realización*de*mutantes*de*FaPIP2;1"Segmento! Ciclos! Temperatura!(ºC)! Tiempo!(s)!1! 1! 95! 30!2! 16! 95! 30!55! 60!68! 300!!
3. Digestión" del" ADN" parenteral" metilado" y" semimetilado" utilizando" la" enzima" de" restricción"
DpnI""
La"digestión"consiste"en"incubar"el"producto"de"PCR"por"una"hora"a"37°C"previo"agregado"de"1"μL"
de" DpnI" 10" U.μLS1." El" ADN" mutado" generado" in* vitro" no" es" digerido" por" la" enzima" por" no"
encontrarse"metilado,"de"esa"manera,"nos"aseguramos"que"solo"quede"el"plásmido"producto"de"la"
mutación.""
4. Transformación"de"bacterias"Escherichia*coli"DH5α"
Luego" de" realizar" la" digestión" se" procedió" a" transformar" bacterias" DH5α" con" el" producto"
resultante"de"la"digestión."Para"realizarlo,"se"mezclaron"20"μL"del"producto"con"50"μL"de"bacterias"
termocompetentes"en"condiciones"de"esterilidad."Esta"mezcla"se"dejó"estacionar"en"hielo"durante"
30"minutos"y"luego"se"realizó"un"shock"térmico,"a"42ºC"por"90"segundos."Inmediatamente"después"
del"shock"se"las"colocó"en"hielo"por"2"minutos."Luego"la"mezcla"se"transfirió"a"un"tubo"Falcon®"de"
15"mL"y"se"le"agregaron"800"µL"de"medio"SOC"(2"%"peptona,"0,5"%"extracto"de"levadura,"10"mM"
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NaCl," 2,5"mM"KCl," 10"mM"MgCl2.6H2O," 20"mM"glucosa)." Esta"mezcla" se"mantuvo" con" agitación"
moderada" 1" hora" a" 37ºC." Terminada" la" hora" de" incubación," se" sembraron" 200" μL" de" la"mezcla"
utilizando"esferas"de"vidrio"en"placas"de"LB"agar"conteniendo"ampicilina"100"µg.mlS1"(esencial"para"
poder"seleccionar"las"bacterias"transformadas)."Las"placas"se"incubaron"durante"12S16"hs"a"37ºC."
Al"día"siguiente,"se"seleccionaron"alrededor"de"8"colonias"para"generar"cultivos"líquidos"de"10"mL"
en" medio" LB" suplementado" con" ampicilina" 100" µg.mlS1." A" partir" de" estos" cultivos" se" realizó" el"
aislamiento"de"ADN"plasmídico"que"fue"enviado"para"su"posterior"secuenciación"y"confirmar"si"la"
mutación"fue"exitosa.""
2.3.3*Subclonado*y*preparación*de*plásmidos*con*EYFP*
Partimos" de" vectores" pT7Ts" que" ya" contenían" la" región" codificante" para" las" acuaporinas"
correspondientes" empleadas" en" esta" Tesis" (FaPIP1;1," FaPIP2;1," FaPIP2;1N228D)." Utilizando" las"
secuencias" disponibles" en" el" GenBank" GQ390798" y" GQ390799," se" diseñaron" oligonucleótidos"
sintéticos" específicos" (primers)" para" amplificar" la" región" codificante" correspondiente" a" las"
acuaporinas" de" interés." Los" oligonucleótidos" fueron" diseñados" de" manera" tal" que" el" primer*
forward" posea" sitio"de" corte"en"el" extremo"para"BglII,"mientras"que"el"primer* reverse" posea"un"
sitio"de"corte"para"SacII."A"su"vez,"el"primer*reverse"presenta"el"codón"stop"mutado"de"manera"tal"
que" al" ser" traducido" a" proteína," la" maquinaria" de" traducción" siga" avanzando" y" así" generar" la"
quimera"acuaporinaSproteína"fluorescente."Los"primers"utilizados"se"detallan"en"la"Tabla"2.3.3"
Tabla*2.3.3*Primers*utilizados*para*generar*FaPIP2;1DEYFP*y*FaPIP1;1DEYFP"Primer! Secuencia!5´"3´! Tm! %GC!
BglIISFaPIP1;1! GGAGATCTATGGAGGCCAAGGAGG"AAGATGTGA! 64,3"ºC! 51,5"%!
FaPIP1;1SSacII! GGCCGCGGCTTCTTATTCTTGAAAGGAATGGCCCTGATCACGACGA! 70,7"ºC! 54,3"%!
BglIISFaPIP2;1! GGAGATCTATGGCGAAAGACGTTGAAGTTGCCGAGA! 65,6"ºC! 50,0"%!
FaPIP2;1SSacII! GGCCGCGGCTTAGCATTGCTCCTGAAAGACCCGAG! 70,7ºC! 62,9"%!
EYFPSSpeI! GGGACTAGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC! 72,3ºC! 51,5"%!!
El" vector" comercial" pEYFPSN1" contiene" la" secuencia" de" la" proteína" fluorescente" EYFP" (por"
Enhanced* Yellow* Fluorescent* Protein)" y" un" sitio" de" múltiple" clonado" hacia" el" extremo" 5’" de" la"
secuencia"que"codifica"para"EYFP."Este"sitio"dispone"de"los"sitios"de"restricción"BglII"y"SacII"por"lo"
que"nos"permite"subclonar" los"genes"de" las"acuaporinas"correspondientes"de"manera"tal"de"que"
queden"río"arriba"del"gen"de"la"EYFP.""
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En" primer" lugar," se" amplificó" la" región" de" FaPIP2;1" realizando" una" PCR" utilizando" los" primers*
correspondientes" y" la" enzima" Pfu" DNA" polimerasa" (Invitrogen," EE.UU.)." Por" reacciones" de"
restricción"y"ligación,"se"incluyó"dicha"secuencia"en"la"región"5’"de"la"secuencia"que"codifica"para"
EYFP" en" el" vector" comercial" pEYFPSN1." Luego" se" amplificó" a" partir" de" este" vector" la" zona"
codificante" para" FaPIP2;1SEYFP" utilizando" los" primers" correspondientes," y" se" incluyó" esta"
secuencia"en"el"vector"pT7Ts"utilizando"reacciones"de"restricción"y" ligación."Así" se"obtuvo"pT7Ts"
con"la"región"codificante"para"FaPIP2;1SEYFP.""
Luego"se"amplificó"la"región"correspondiente"al"gen"de"FaPIP1;1"con"los"primers"correspondientes"
y"por"reacciones"de"restricción"y"ligación"se"incluyó"en"el"vector"pT7Ts"que"ya"contenía"la"región"
codificante"FaPIP2;1SEYFP,"en"reemplazo"del"gen"de"FaPIP2;1."
Todos"los"pasos"fueron"controlados"utilizando"electroforesis"en"gel"de"agarosa"con"marcadores"de"
peso"molecular." Las" ligaciones" se" realizaron" incubando" los" productos" de" restricción" purificados"
durante"toda"la"noche"en"presencia"de"T4"DNA"ligasa"a"15°C."La"reacción"se"cortó"colocándola"15"
min"a"55°C.""
La" transformación"de"bacterias"DH5"α" se" realizó"a"partir"del"producto"de" la" ligación"anterior." El"
protocolo" utilizado" fue" similar" al" descripto" en" la" Sección" 4" de" 2.3.2"Mutagénesis." La" diferencia"
radica" en" que" en" este" caso," previo" a" la" selección" de" colonias" para" generar" los" cultivos" en" LB"
líquido," se" realizó" una" PCR" colony" para" comprobar" presencia" del" producto" de" ligación" en" las"
colonias" correspondientes." En" esta" técnica"de"PCR" se"utiliza" como" templado"un" repique"de"una"
colonia"aislada"y"se"amplifica"el" fragmento"deseado"utilizando"primers"específicos,"sin"necesidad"
de"purificar"previamente"el"ADN."
Para"generar"los"cultivos"líquidos"de"10"mL"en"medio"LB"suplementado"con"ampicilina"100"µg.mlS1"
se"utilizan"las"colonias"que"dieron"positivas"para"la"inclusión"del"inserto"en"la"PCR"colony."A"partir"
de" estos" cultivos" se" realiza" el" aislamiento" de" ADN" plasmídico" para" mandar" a" secuenciar" y"
confirmar"si"la"inserción"fue"exitosa.""
2.3.4*Secuenciación*y*análisis*de*secuencias*
Todas" las" construcciones" plasmídicas" generadas" fueron" enviadas" a" secuenciar" a" Macrogen" Inc."
(Seul," Corea" o" bien" su" sucursal" en" USA)." La" secuencia" fue" controlada" realizando" alineamientos"
contra" la" secuencia" esperada" utilizando" el" programa" ClustalW" versión" 2"
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/"(Larkin"et*al.,"2007)."
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2.3.5*Síntesis*de*ARNc*
La"síntesis"de"ARNc"fue"realizada"utilizando"un"kit"comercial"(mMESSAGE"mMACHINE"kit,"Ambion)."
Para"ello"es"necesario"que"el"ADN"plasmídico"de"partida"se"encuentre" linealizado," lo"que"implicó"
llevar" a" cabo" este" paso" sumado" a" la" purificación" del" mismo." Todos" los" materiales" utilizados"
durante"el"protocolo"deben"estar"libre"de"ARNasas."El"proceso"consta"de"varios"pasos:""
1. Linealización*del*ADN*plasmídico*
Para" obtener" una" cantidad" de" ADN" óptimo" para" continuar" con" los" pasos" subsiguientes" de" la"
síntesis"es"necesario"comenzar"el"protocolo"disponiendo"de"al"menos"20"µg"de"ADN"plasmídico."
Para"linealizar"el"ADN"es"necesario"digerirlo"con"una"enzima"de"digestión"que"corte"río"arriba"de"la"
región"5’"UTR"del"gen"de" la"ßSglobina."En" la"Tabla"2.3.4" se"detallan" los"diferentes"protocolos"de"
digestión"utilizados"dependiendo"de"la"construcción"a"linealizar.""
Tabla*2.3.4*Protocolos*de*digestión*por*enzimas*de*restricción*utilizados*para*la*linealización*del*
vector."
Construcción" Enzima"de"Digestión" Tiempo"(h)"
FaPIP1;1" PstI" 12"
FaPIP2;1" EcoRI" 4"
FaPIP2;1N228D" EcoRI" 4"
FaPIP1;1SEYFP" XbaI" 4"
FaPIP2;1SEYFP" XbaI" 4"
FaPIP2;1N228DSEYFP" XbaI" 4"!
Para" confirmar" que" el" ADN" plasmídico" se" haya" digerido" correctamente" se" realizó" una"
electroforesis"con"gel"de"agarosa"0,8"%"(se"siembra"en"una"calle"continua"el"ADN"plasmídico"nativo"
como" control)." Para" frenar" la" reacción" de" digestión" se" suplementó" con" 4" μL" de" proteinasa" K" 1"
μg/μL" con" 4" μL" de"Buffer* Proteinasa* K* (SDS" 0,5%;" 50"mM" TRIS" Hcl" pH=7,5;" 50"mM"CaCl2)" y" se"
incubó"la"mezcla"durante"15"min"a"37"°C.""
2. Purificación*del*ADN*
*
El" ADN" linealizado" se" purificó" utilizando" una" serie" de" extracciones." Primero," a" los" ~50" µL" de"
reacción,"se"le"agregan"150"µL"de"agua"libre"de"nucleasas"y"200"µL"de"una"solución"fenol"(pH"8):"
cloroformo" (1:1)." Se" mezcla" bien" y" se" centrifuga" a" 16000" g" por" 2" min." Luego," se" toma" la" fase"
acuosa"y"se"coloca"en"un"tubo"Eppendorf®"nuevo."A"esta"fase"se" le"realiza"una"nueva"extracción"
utilizando"200"µL"de"fenol"(pH"8):"cloroformo"(1:1),"seguida"de"una"nueva"centrifugación"a"16000"g"
por" 2" min." La" fase" acuosa" se" transfiere" a" un" tubo" limpio" y" se" precipita" el" ADN" agregando" 0.1"
volúmenes" (20" µl)" de" AcNa" 3"M" (pH" 5.2)" y" 2.5" volúmenes" (500" µl)" de" etanol" absoluto." Se" deja"
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reposar" el" tubo" 40" min" a" S20" °C" y" luego" se" centrifuga" a" 16000" g" por" 20" min." Se" descarta" el"
sobrenadante"(aspirando"con"pipeta)"y"se"lava"el"pellet"con"500"µl"de"etanol"70%"y"se"centrifuga"a"
16000" g" por" 5" min." Se" descarta" el" sobrenadante" por" vacío" para" finalmente" dejar" secar" a"
temperatura"ambiente."El"pellet"se"resuspende"en"5"µl"de"agua"libre"de"nucleasas.""
Antes"de"comenzar"la"síntesis"se"controla"su"pureza,"integridad"y"se"realiza"una"semicuantificación"
por"medio"de"una"electroforesis"en"gel"de"agarosa"0,8"%"con"1"µl"de"una"dilución"1/5"del"producto"
purificado"(0,5"µl"de"producto"resuspendidos"en"4,5"µl"de"agua)"utilizando"como"marcador"de"peso"
molecular"y"concentración"el"reactivo"comercial"EZ"load."
3. Síntesis*de*ARNc*
El"protocolo"de" síntesis"del"kit" comercial"mMESSAGE"mMACHINE"consiste"en"mezclar"en"orden:"
agua" libre"de"nucleasas"(c.s.p"20"µl)"+"10"µl"de"2x"NTP/CAP"+"2"µl"de"2x"buffer"+"~"2"µg"de"ADN"
lineal"+"2"µl"de"mezcla"enzimática."Luego,"la"reacción"se"incuba"por"2"h"a"37"°C."
4. Recuperación*del*ARNc.**
El"primer"paso"consiste"en"agregarle"a"la"mezcla"2"µl"de"ADNasa"(2"U/μL),"e"incubarla"15"min"a"37"
°C."Posteriormente"se"agregan"115"µl"de"agua" libre"de"nucleasas"y"15"µl"de"solución"de" frenado"
(Stop*solution)"que"contiene"acetato"de"amonio,"lo"que"frena"la"reacción."Luego,"para"purificar"el"
producto" deseado" se" realiza" una" extracción" con" 150" µl" de" fenol" (pH" 4):" cloroformo" (1:1)" y" se"
centrifuga"2"min"a"16000"g."Se"toma"la"fase"acuosa"y"se"le"realiza"una"nueva"extracción"con"150"µl"
de"cloroformo."Nuevamente"se"centrifuga"2"min"a"16000"g."Se"vuelve"a"tomar"la"fase"acuosa"y"se"
procede" a" realizar" la" precipitación" del" ARNc." Para" ello," se" agrega" 1" volumen" (140" µl)" de"
isopropanol" (frío," S20" °C)," se" mezcla" bien" y" se" incuba" al" menos" 30" min" a" S20" °C." Luego" de"
transcurrido" el" tiempo" se" centrifuga" 30"min" a" 16000" g." Una" vez" finalizada" la" centrifugación" se"
descarta" el" sobrenadante" mediante" aspiración" por" vacío." Se" deja" secar" 5" minutos" y" luego" se"
resuspende" en" 18" µl" de" agua" libre" de" nucleasas"más" un" inhibidor" de" ARNasa" (2" µl" de" RNAsin,"
Promega)." Finalmente," para" verificar" la" integridad" y" pureza" del" ARNc" sintetizado" se" toma" una"
alícuota"de"1"µl"y"se"realiza"una"electroforesis"en"gel"de"agarosa"en"condiciones"desnaturalizantes"
(agregando" formamida," junto" con"el"ARNc)."Por"otra"parte," se" reserva"otra"alícuota"de"1"µl"que"
será"utilizada"para"la"cuantificación"en"el"paso"siguiente."El"resto,"se"alicuota"y"se"congela."
2.3.6*Cuantificación*de*ARNc*
La" cuantificación" del" ARNc" sintetizado" se" realizó" utilizando" el" fluorómetro" Qbit" con" su" kit"
comercial" de" cuantificación" de" ARNc:" Qubit" RNA" Assay." Cuando" se" realizaron" ensayos" de" coS
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inyección"de"dos"ARNc"distintos,"los"mismos"se"cuantificaron"en"el"mismo"momento"utilizando"la"
misma"curva"de"calibración.""
2.3.7*Preparación*de*oocitos*de*Xenopus*laevis*
1. Fuente*de*oocitos*
La"fuente"de"oocitos"son"anfibios"hembras"adultas"de"Xenopus* laevis"adquiridas"comercialmente"
(Nasco,"Wisconsin,"USA)"y"mantenidas"a"temperatura"controlada"(18±2°C)"y"ciclo"luzSoscuridad"de"
12"horas."Los"Xenopus"se"encuentran"de"a"pares"en"recipientes"de"plástico"con"redes"que"permiten"
la"adecuada"ventilación"cubriendo"la"parte"superior"del"mismo."Los"anfibios"se"encuentran"por"lo"
tanto"sumergidos"en"agua"filtrada"(por"sistema"de"carbón"activado)."Se"operan"a"intervalos"de"al"
menos"cuatro"semanas"alternando"en"cada"operación"los"ovarios."Se"cumple"con"los"protocolos"y"
las"normas"internacionales"de"utilización"y"descarte"de"animales"no"convencionales"de"laboratorio.""
2. Obtención*de*los*oocitos3
El" protocolo" para" la" obtención" de" oocitos" se" realizó" según" Cao" (et* al.,1992)." Brevemente,"
mediante" un" corte" en" la" parte" inferior" del" abdomen" del" anfibio," se" extraen" los" lóbulos"
conteniendo" oocitos." Los" lóbulos" se" colocan" en" solución"ND96" (96"mM"NaCl," 2"mM"KCl," 1"mM"
MgCl2," 1.8" mM" CaCl2," 5" mM" HEPES," pH" 7,4," 200" mOsm.kgS1)." Los" lóbulos" se" rompen"
mecánicamente" con" pinzas" hasta" lograr" que" los" oocitos" se" encuentren" desagregados" entre" si"
(máximo"10"oocitos"agrupados)"y"luego"son"incubados"durante"1"h"con"agitación"suave"(200"rpm)"
a"18±2°C"en"solución"ND96"suplementada"con"1"U"mlS1"de"colagenasa"(SIGMA)."Posteriormente"los"
oocitos" son" lavados" con" solución" ND96." A" continuación" son" seleccionados" y" mantenidos" en"
solución"ND96" a" la" que" se" le" agrega" 1"µg.mlS1" de" gentamicina" para" así" conservarlos" a" 18" °C" en"
placas"de"24"wells"hasta"su"empleo"experimental."Para"seleccionar"a" los"oocitos"se"utilizaron" los"
siguientes"criterios:"a)"tamaño"adecuado"(se"descartan"los"más"pequeños,"esto"es"inferiores"a"0,8"
mm" de" diámetro);" b)" forma" predominantemente" esférica" (descartando" los" deformes" o"
aplastados);" c)" pigmentación" regular" (el" polo" animal" debe" verse" bien" oscuro" y" diferenciado" del"
polo"vegetal);"d)"descartar"aquellos"con"presencia"de"manchas"o"decoloración.*
2.3.8*Inyección*de*ARNc*
La"microinyección"se" realizó"con"un" inyector"comercial" (Drummond"Nanoject,"USA)"que"permite"
inocular"volúmenes"fijos"de"50"nl."Dependiendo"del"experimento,"se"ajusta"la"concentración"de"la"
solución"de"ARNc"a"cargar"en"la"micropipeta"para"lograr"inyectar"la"masa"de"ARNc"deseada"en"cada"
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oocito." El" inyector" requiere" la" utilización" de" micropipetas" que" se" preparan" en" el" laboratorio" a"
partir" de" capilares" (3.5”" Drummond" #3S000S203SG/X," Drummond" Scientific" Company," USA)"
utilizando"un"estirador"de"pipetas"calibrado"para"obtener"puntas"de"grosor"adecuado"(10"a"40"μm"
de" diámetro)" (microestirador" PPS83," Narishigue," Japón)." Las" micropipetas" se" esterilizan"
previamente"a"su"empleo"en"estufa"seca"a"240°C"durante"2"h."La"microinyección"se"realiza"en"el"
polo" vegetal" de" cada" uno" de" los" oocitos" seleccionados" y" luego" los"mismos" son" conservados" en"
ND96"en"presencia"de"gentamicina"a"18"±"2"°C"hasta"el"momento"de"los"experimentos."En"todos"
los" casos" presentados" en" esta" Tesis," los" oocitos" inyectados" permanecieron" individualizados" en"
placas" de" 96" pocillos" con" ND96" durante" ~72" horas" antes" de" realizarse" las" mediciones"
experimentales.""
2.3.9*Mediciones*de*permeabilidad*osmótica*de*agua*
Para" registrar" el" cambio" de" volumen" que" sufren" los" oocitos" ante" un" shock" osmótico," estos" se"
transfieren" desde" ND96" (200mOsmol" KgS1)" a" una" dilución" 1/5" del" mismo" (40" mOsmol" KgS1)." El"
cambio"de"solución"se"realiza"en"un"pocillo"transparente"donde"queda"contenido"el"oocito"y"que"
permite" rápidamente" enfocar" al"mismo" con" una" lupa" (Olympus" SZ40;" Olympus" Co.," Japón)" que"
incluye"una"cámara"(VXS6000"Microsoft,"CA,"USA)."Mediante"la"utilización"de"un"software"(AMCaP"
ver9.20;" http://noeld.com/programs.asp?cat¼video#AMCap)" se" programa" adquisición" de"
imágenes" para" que" sea" en" forma" secuencial," con" intervalos" de" 10" segundos." Las" imágenes"
obtenidas"muestran"al"oocito"en"un"plano"bidimensional,"por"lo"tanto"se"visualiza"un"área"circular."
El" valor" de" este" área" es" calculado" utilizando" un" programa" de" dominio" público" (Image* J* versión"
1.37,"http://rsb.info.nih.gov/ij/)."A"partir"del"análisis"de"estas"áreas"se" infieren" los"volúmenes"de"
los"oocitos,"relativos"al"volumen"inicial"(!"!! )"y"se"grafican"en"función"del"tiempo"transcurrido"desde"
el"momento"en"que"se"toma"la"primera"imagen"(t=0)."Utilizando"regresión"lineal,"se"calcula"el"valor"
de"la"pendiente"al"origen"( !"!!!")"que"permite"calcular"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"de"
acuerdo"a:"
!! = !! !"!!!"!!!! ∆!"# !! ! Ecuación"4!
donde""
Vo"es"el"volumen"inicial"del"oocito"(9.10S4cm3)"
S"es"la"superficie"inicial"del"oocito"(0,045"cm2)"
Capítulo"2"
"
"
66"
Ambos"valores,"son"históricamente"utilizados"cada"vez"que"se"realizan"experimentos"de"cambio"de"
volumen" en" oocitos." En" los" estudios" realizados" por" el" grupo" de" Zhang" &" Verkman" (1991)" se"
establece"que"dado"que"los"oocitos"en"estadío"5"o"6"presentan"un"diámetro"promedio"de"1,2S1,3"
mm,"el"V0"corresponderá"al"volumen"de"una"esfera"de"1,2"mm"de"diámetro"(9.10S4cm3)"y"S"será"el"
área"superficial"de"la"misma"esfera"(0,045"cm2)."De"esta"manera"los"valores"de"cambio"de"volumen"
de"cada"oocito"individual"se"refieren"al"cambio"de"volumen"de"ese"oocito"teórico"con"el"volumen"
inicial" calculado." Además" de" fijar" un" valor" teórico" se" asume" que" este" no" cambia" durante" la"
duración" del" experimento." Elementalmente," la" sección" superficial" del" oocito" se" modificará" a"
medida"que"ingrese"agua,"pero"como"el"valor"de" !"!!!""se"desprende"de"los"cambios"de"volúmenes"
iniciales,"este"cambio"de"sección"se"haría"despreciable."
Por"otra"parte,"
Va"es"el"volumen"molar"parcial"del"agua"pura"(18"cm3.molS1)"
Tomando"el"valor"de"Va"del"agua"pura,"se"está"asumiendo"que"en"el"interior"del"oocito,"cualquier"
cambio"de" volumen"que" se" produzca" es" por" ocupación"del" espacio" por" agua"pura."Dado"que" el"
citosol"está"muy"alejado"de"tener" la"misma"densidad"que"el"agua"pura,"el"volumen"molar"parcial"
del"agua"en"el"oocito"debería"ser"mayor."Por"lo"tanto,"se"podría"considerar"que"la"Pf"medida"tiene"
un"error"por"exceso."Es"fundamental"aclarar"que"en"todos"estos"estudios"los"resultados"de"cambio"
de" volumen" se" contrastan" con" oocitos" no" inyectados" o" inyectados" con" agua" que" son" los"
verdaderos"controles"negativos"en"el"diseño"experimental."
ΔOsm"es" la" diferencia" de"osmolaridad" entre" el" interior" Sconsiderada" como" la" osmolaridad"de" la"
solución" (ND96)" en" la" que" fue" mantenido" el" oocito" hasta" el" momento" del" experimentoS" y" el"
exterior"del"oocito"Ssolución"que"baña"al"oocito"una"vez"ubicado"en"el"pocilloS."La"osmolaridad"del"
ND96"se"mide"en"cada"experimento"utilizando"un"osmómetro"de"presión"de"vapor"(Wescor"5520)."
El"valor"de"la"solución"diluida"1/5"es"teórico"y"se"calcula"dividiendo"el"valor"de"osmolaridad"de"la"
solución"de"ND96"dado"que" la"osmolaridad"de" la"dilución"es"muy"baja" y" cae" fuera"del" límite"de"
cuantificación"del"osmómetro"empleado"(Rango"lineal:"100"a"1000"mOsm.KgS1)."
Estas"mediciones" se" realizan" tanto"para"oocitos"que"expresan" las"acuaporinas"a"estudiar" solas"o"
coSinyectadas" (dos" acuaporinas" diferentes)." Para" estudiar" el" efecto" de" expresar" en" una" misma"
membrana"dos"tipos"de"acuaporinas"se"inyectan"mezclas"de"dos"o"más"acuaporinas"en"diferentes"
relaciones"de"masas"de"ARNc"y" luego"se"procede"a"medir"permeabilidad"osmótica"de" la"manera"
descripta." Como" control" negativo" se" utilizan" indistintamente" oocitos" no" inyectados." En" el"
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laboratorio," se" había" verificado" previamente" que" no" hay" diferencias" significativas" entre" la"Pf" de"
oocitos" no" inyectados" o" inyectados" con" agua," esto" es" que" el" efecto" de" inyectar" agua" no" afecta"
significativamente"la"Pf"basal"de"la"membrana"de"los"oocitos"(Bellati"et*al.,"2010)."
2.3.10* Observación* de* oocitos* inyectados* con* acuaporinas*
marcadas*con*EYFP*por*microscopía*confocal*de*fluorescencia*
Para" analizar" la" presencia" o" ausencia" de" las" acuaporinas" marcadas" en" la"MP," primero" se" debe"
disponer"de"oocitos" a" los" cuales" se" les"haya" inyectado"previamente"ARNc"que" codifique"para"el"
producto" de" fusión" acuaporinaSEYFP" según" los" pasos" descriptos" anteriormente." Luego" de" ~72"
horas" realizada" la"microinyección" del" ARNc," y" aproximadamente" 40"minutos" antes" de"mirar" los"
oocitos"en"el"microscopio"Confocal,"se"procedió"a"inyectar"los"mismos"con"50"μL"de"una"solución"
33" μM" de" tetrametilrodamina" (TMR)" dextran" (peso" molecular:" 10,000;" Invitrogen–Molecular"
Probes;"Terasaki"et*al.,"2001)."Este"compuesto"es"un"marcador"fluorescente"que"por"su"estructura"
y" su" alto" peso" molecular," queda" confinado" al" citosol" del" oocito" durante" el" transcurso" de" las"
mediciones." Gracias" a" esto," es" posible" utilizarlo" para" marcar" la" zona" en" donde" finaliza" la"
membrana"plasmática"y"comienza"el"citosol."Transcurridos"40"minutos,"se"procedió"a"observar"los"
oocitos" con" un" microscopio" Confocal" Olympus" FV1000" espectral" con" un" Objetivo" 60x" AN1.35"
Olympus"UPlanSAPO"y"utilizando"un"zoom"electrónico"de"5x."El" foco"se"estableció"en" los"bordes"
del" oocito" de" manera" tal" de" observar" la" zona" correspondiente" a" la" MP" del" polo" vegetal." Para"
excitar" se"utilizaron" la" línea"488"nm"del" laser"de"Argón" (para"EYFP)"y"el" laser"de"HeSNe,"543"nm"
(para" TMRSdex)." La" emisión" se" detectó" en" los" rangos" de" 500–530" nm" y" 570–670" nm"
respectivamente." Se" midió" en" dos" canales" de" forma" secuencial" para" poder" separar" las"
contribuciones" de" cada" fluoróforo." Cada" imagen" confocal" mostrada" en" esta" tesis," es"
representativita"de"un" conjunto"de"entre"5" y"7" imágenes" tomadas"para"oocitos"a" los"que" se" les"
realizó" el"mismo" tratamiento" y" se" obtuvieron" resultados" similares." La"microscopía" confocal" fue"
realizada"en"el"Centro"de"Microscopías"Avanzadas"en"colaboración"con" las"Dras."Lorena"Sigaut"y"
Lía"Isabel"Pietrasanta.""
2.4*Resultados"
Los"experimentos"realizados"en"trabajos"anteriores" (Mut"et*al.,"2008;"Alleva"et*al.,"2010)"habían"
demostrado"que"la"expresión"de"la"acuaporina"FaPIP1;1"no"producía"un"aumento"significativo"de"
la"Pf"de"la"membrana"de"los"oocitos"de"Xenopus"con"respecto"al"control"(no"inyectados)."El"primer"
interrogante"que"había"que"resolver"era"el"por"qué"de"esta"respuesta."Para"comenzar"a"resolver"el"
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problema" planteado" y," siguiendo" las" evidencias" previas" obtenidas" en" nuestro" laboratorio" se"
inyectaron"oocitos"con"diferentes"masas"de"ARNc"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"y"se"midió"la"Pf"obtenida"
en" los" diferentes" casos." La" Figura" 2.1" muestra" que" el" aumento" la" masa" de" ARNc" de" FaPIP2;1"
inyectada"correlaciona"con"el"aumento"en"la"Pf*observado."Sin"embargo,"al"aumentar"la"masa"de"
FaPIP1;1," la" permeabilidad" permanece" constante." Este" resultado," abre" al" menos" tres" posibles"
hipótesis"que"se"pueden"plantear"respecto"a"la"actividad"y"localización"en"membrana"de"FaPIP1;1:""
i. FaPIP1;1"no"tiene"actividad"como"transportadora"de"agua."
ii. FaPIP1;1"no" logra" llegar"a" la"membrana"plasmática"del"oocito"pero"tiene"actividad"como"
canal"de"agua."
iii. FaPIP1;1"no"tiene"actividad"como"canal"de"agua"y"no"llega"a"la"membrana"del"oocito."
Figura*2.1:*Coeficiente*de*permeabilidad*osmótica*de*la*membrana*de*oocitos*de*Xenopus*inyectados*con*
distintas*masas*de*ARNc*de*FaPIP1;1*y*FaPIP2;1.Los"datos" se"expresan"como"valores"medios" (media"Pf" ±"
SEM,"n"="8S12)."
Para" resolver" este" interrogante," la" primera" estrategia" utilizada" fue" investigar" la" localización" de"
FaPIP1;1" cuando" ésta" era" expresada" en" oocitos" de" Xenopus." Para" ello," se" decidió" marcar" a"
FaPIP1;1"utilizando"una"proteína"fluorescente"de"manera"tal"de"poder"develar"su"localización"por"
microscopía"confocal"de"fluorescencia."El"laboratorio"disponía"del"vector"pEYFPSN1"que"contiene"la"
secuencia"de" la"proteína" fluorescente"EYFP,"por" lo" tanto" se"procedió"a" subclonar"el"gen"de"esta"
proteína"para"incluirla"en"el"vector"para"expresión"en"oocitos"pT7TsSFaPIP1;1."En"este"momento,"
hubo"que"decidir"si" la"proteína" fluorescente"se" iba"a" fusionar"al"CSterminal"o"al"NSterminal"de" la"
acuaporina." Dado" que," para" algunas" PIP2" (Zelazny" et* al.," 2009;" Sorieul" et* al.," 2010)" se" había"
encontrado"que"la"señal"de"localización"a"MP"es"un"motivo"diacídico"localizado"en"el"NSterminal,"se"
decidió" fusionarla" al" CSterminal" dejando" 9" aminoácidos" de" unión" entre" las" dos" proteínas." De" la"
misma" manera," se" preparó" FaPIP2;1" fusionada" a" EYFP," para" usar" como" control" de" membrana"
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plasmática,"dado"que"ya"se"había"probado"que"FaPIP2;1"aumenta"la"permeabilidad"con"respecto"al"
control"al"expresarla"en"oocitos"de"Xenopus"(Alleva"et*al.,"2010).""
"
Figura* 2.2:* Localización* subcelular* de* FaPIP1;1DEYFP* y* FaPIP2;1DEYFP.* (ASB)" Imágenes" confocales" (xSz)" de"
oocitos"de"Xenopus* laevis*que"expresan"FaPIP1;1SEYFP" (A)" (verde)"y"FaPIP2;1SEYFP" (B)" (verde)," inyectados"
previamente"con"TMRSdextran"(rojo)."La"superficie"de"oocitos"se"encuentra"a"la"derecha"de"cada"cuadro"de"
imagen," y" el" interior" del" oocito" está" a" la" izquierda." El" recuadro" muestra" una" ampliación" de" la" sección"
cuadrada"indicada."(CSD)"Perfiles"de"Intensidad"de"fluorescencia"normalizados"en"función"de"la"distancia"(de"
izquierda" a" derecha)" de" las" áreas" seleccionadas" en"A" y" en" B." La" línea" de" negra" representa" los" niveles" de"
intensidad"EYFP," y" la" línea" roja" los"niveles"del" intensidad"TMRSdextrán." (ASC)" FaPIP1;1SEYFP" se" localiza"en"
estructuras"internas;"(BSD)"FaPIP2;1SEYFP"se"localiza"principalmente"en"la"membrana"plasmática"del"oocito.*
La"Figura"2.2"muestra"la"localización"de"FaPIP1;1SEYFP"y"FaPIP2;1SEYFP"en"oocitos"de"Xenopus"que"
expresan" las" acuaporinas" taggeadas," vistos" en" el" microscopio" confocal" con" fluorescencia." Se"
puede"apreciar"la"superficie"de"los"oocitos"en"el"inserto"de"la"derecha"de"cada"cuadro"de"imagen,"y"
el"interior"celular"de"los"mismos"hacia"la"izquierda."El"recuadro"insertado"muestra"una"ampliación"
de"la"sección"indicada."El"tag"de"las"acuaporinas"se"visualiza"en"color"verde,"mientras"que"el"TMRS
dextran" se" aprecia" en" color" rojo." Este" fluorósforo" fue" inyectado" en" los" oocitos" antes" de" ser"
visualizados"en"el"microscopio"a"fines"de"delimitar"con"mayor"claridad"la"zona"en"donde"termina"la"
MP" y" comienza" el" citosol." Dado" su" alto" peso" molecular" y" su" estructura" química," el" fluoróforo"
queda" contenido" en" el" citosol" durante" el" tiempo" de" medición." La" Figura" 2.2B" muestra" que"
FaPIP2;1SEYFP" se" localiza" principalmente" en" la" MP" de" oocitos," dado" que" analizando" la" imagen"
desde"afuera"hacia"adentro"del"oocito"(de"derecha"a"izquierda)"se"aprecia"la"señal"verde"antes"que"
la"roja."Lo"mismo"se"observa"si"se"analiza"la"ampliación"mostrada"en"el"recuadro"o"si"se"analiza"el"
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perfil" representado" en" la" Figura" 2.2D." El" caso" contrario" se" observó" para" FaPIP1;1SEYFP" (Figura"
2.2A):" recorriendo" la" imagen" desde" afuera" hacia" el" interior" del" oocito," se" evidencia" primero" la"
señal"del"TMRSdextrán"(roja)"y"luego"la"de"FaPIP1;1SEYFP;"estos"elementos"sugieren"que"FaPIP1;1S
EYFP"se" limita"a" las"estructuras" internas."Esto"último" también"se"observa"en"el" recuadro"y"en"el"
perfil" correspondiente" (Figura" 2.2C)" dado" que" recorriéndolo" de" derecha" a" izquierda," aparece"
primero" la"señal"del"TMRSdextrán."Con"todo"esto,"sabemos"que"FaPIP1;1,"al" igual"que"otras"PIP1"
de"otras"especies"vegetales"(Fetter"et*al.,"2004;"Mahdieh"et*al.,"2008;"Zelazny"et*al.,"2007),"no"llega"
a"la"MP"del"oocito"cuando"se"encuentra"expresada"sola"y"es"por"eso"que"al"expresarla"sola,"no"se"
puede"inferir"sobre"su"actividad"como"canal"de"agua."Sin"embargo,"para"varias"PIP1"se"probó"que"
al"coSexpresarlas"con"una"PIP2,"se"lograba"su"relocalización"a"la"membrana"plasmática"del"oocito"
(Fetter"et*al.,"2004;"Mahdieh"et*al.,"2008;"Bienert"et*al.,"2012)."La"Figura"2.3"muestra"la"localización"
de"FaPIP1;1SEYFP"al"ser"coSexpresada"con"FaPIP2;1."
*
*
*
*
Figura*2.3:*Localización*subcelular*de*FaPIP1;1DEYFP*coDexpresada*junto*a*FaPIP2;1."Imagen"confocal"(xSz)"
de"un"oocito"de"Xenopus* laevis" que"expresa"FaPIP1;1SEYFP" (A)" (verde)"y"FaPIP2;1," inyectado"previamente"
con" TMRSdextran" (rojo)." La" superficie" del" oocito" se" encuentra" a" la" derecha" de" cada" cuadro" de" imagen,"
mientras"que"el"interior"del"oocito"se"visualiza"a"la"izquierda."El"inserto"muestra"una"ampliación"de"la"sección"
cuadrada" indicada." (B)" Perfil" de" intensidad" de" fluorescencia" normalizado" en" función" de" la" distancia" (de"
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izquierda"a"derecha)"del"área"seleccionada"en"A."La"línea"de"negra"representa"los"niveles"de"intensidad"EYFP,"
y" la" línea" roja" los" niveles" de" intensidad" TMRSdextran." (ASB)" FaPIP1;1SEYFP" se" localiza" en" la" membrana"
plasmática"del"oocito"cuando"está"coSexpresada"junto"con"FaPIP2;1.*
En"este"caso," la" fluorescencia"de" la"FaPIP1;1SEYFP"se"observa"cerca"del" límite"de" la"célula"y"más"
externa"que"la"fluorescencia"del"TMRSdextrán,"indicando"que"la"presencia"FaPIP2;1"redirecciona"a"
FaPIP1;1SEYFP"a"la"membrana"plasmática."Esto"se"evidencia"también"observando"el"perfil"realizado"
en" la" zona" seleccionada." Para" controlar" el" resultado" funcional" de" esta" interacción" y" a" la" vez"
controlar"que"las"proteínas"marcadas"sean"funcionales"y"se"hayan"sintetizado"adecuadamente"se"
realizaron" ensayos" funcionales" de" coSexpresión" utilizando" las" acuaporinas" taggeadas." Se" coS
expresaron:"FaPIP1;1"junto"con"FaPIP2;1SEYFP,"FaPIP1;1SEYFP"junto"con"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"junto"
a"FaPIP2;1."Los"resultados"de"Pf"generada"se"presentan"en"la"Figura"2.4."
!
*
Figura*2.4:*Coeficientes*de*permeabilidad*osmótica*de*la*membrana*de*oocitos*de*Xenopus*que*expresan*
FaPIP2;1DEYFP*y*FaPIP1;1DEYFP*y*coDexpresadas*con*FaPIP1;1*y*FaPIP2;1*respectivamente.*Se"muestra"un"
experimento" representativo" de" al"menos" tres" experimentos" independientes." La"masa" de" ARNc" inyectado"
para"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"se"representa"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"1"equivale"a"1,25"ng"
de"ARNc."En"el"caso"de"las"acuaporinas"marcadas"con"EYFP,"1"es"equivalente"a"2,50"ng"de"ARNc."Los"datos"se"
expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="8S12).*
"
Por" un" lado" se" observa" que" no" hay" diferencias" significativas" entre" las" coSexpresiones" de" PIPs"
marcadas" y" no" marcadas," por" lo" tanto," se" concluye" que" la" marca" fluorescente" no" afecta" la"
actividad"de"FaPIP1;1"ni"de"FaPIP2;1"ni"su"capacidad"para" interaccionar."Por"otra"parte," la"Figura"
muestra"el"aumento"de"la"permeabilidad"al"coSexpresar"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1SEYFP"con"respecto"a"
los" oocitos" que" solo" expresan" FaPIP2;1SEYFP," resultado" que" complementa" lo" reportado"
previamente" por" nuestro" grupo" de" investigación" para" las" mismas" acuaporinas" sin" marca"
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fluorescente"coSexpresadas"(Alleva"et*al.,"2010).""
Analizando" los" resultados" de" actividad" y" de" localización," el" aumento" de" la" permeabilidad"
observado"al"coSexpresar"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"podría"ser"consecuencia"de"que:"
i. FaPIP1;1" tiene" actividad" como" canal" de" agua" y" esto" se" puede" apreciar" solo" cuando"
transloca"a"la"membrana"plasmática"junto"con"FaPIP2;1"
ii. FaPIP1;1" no" tiene" actividad" como" canal" de" agua," pero" al" interaccionar" con" FaPIP2;1"
produce" un" efecto" positivo" sobre" la" misma," aumentando" la" capacidad" de" FaPIP2;1" de"
transportar"agua."En"este"caso,"FaPIP1;1"estaría"actuando"como"un"regulador"positivo.""
iii. Las" dos" posibilidades" anteriores" ocurren" en" simultáneo." La" interacción" produce" que" se"
evidencie"la"capacidad"de"transporte"de"FaPIP1;1"y"a"la"vez,"hace"que"FaPIP2;1"modifique"
su"capacidad"de"transportar"agua.""
Con" el" objetivo" de" aceptar" o" rechazar" alguna" de" las" hipótesis" planteadas," decidimos" aplicar" la"
estrategia"de"generar"una"mutante"no"funcional"de"FaPIP2;1,"de"manera"tal"de"poder"evidenciar"el"
transporte"de"FaPIP1;1"cuando"esta"se"encuentra"coSexpresada"en"MP."De"acuerdo"a"la"estrategia"
planteada"en"la"introducción"de"este"capítulo,"se"decidió"generar"la"mutante"FaPIP2;1N228D,"que"
al"tener"mutada"la"Asparagina"del"sitio"de"consenso"NPA"se"presume"que"posee"altas"chances"de"
ser" no" funcional" (Jung"et* al.," 1994;"Wree"et* al.," 2011)." Además," se" generó" la"mutante"marcada"
fluorescentemente"con"EYFP"para"poder"realizar"estudios"de"su"localización"en"el"oocito."
En" primer" lugar," para" controlar" si" la" mutante" presentaba" actividad" como" canal" de" agua," se"
realizaron"experimentos"de"medición"de"cambio"de"volumen"de"oocitos"inyectados"con"diferentes"
masas"de"ARNc"de"FaPIP2;1N228D"(Figura"2.5)"y"experimentos"de"medición"de"cambio"de"volumen"
a"tiempos"largos."Con"las"dos"masas"de"ARNc"inyectadas"(1,25"ng"y"7,50"ng"por"oocito)"se"observa"
que"a"tiempos"largos,"el"aumento"del"volumen"del"oocito"en"ambos"casos"no"es"diferente"que"el"
aumento"que"se"produce"para"oocitos"control"(no"inyectados)."En"la"Figura"2.5B"se"muestra"la"Pf"
de" la" membrana" y" se" observa" que," para" ambas" masas," no" hay" diferencias" significativas" con"
respecto"a"oocitos"no"inyectados"(p<0,05,"IC:"95%"n"="10S15)."
*
*
*
*
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Figura* 2.5:* Control* de* la* actividad* de* FaPIP2;1N228D* cuando* es* expresada* en* oocitos* de* Xenopus." (A)"
Cambio"de"volumen"relativo"al"volumen"inicial"para"oocitos" inyectados"con"dos"masas"de"ARNc"diferentes"
(1,25"ng"y"7,50"ng)"de"FaPIP2;1N228D."(B)"Valores"de"Pf*medidos"para"la"mutante"en"dos"masas"diferentes."
Los"datos"se"expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="9S12).*
Al"igual"que"lo"que"ocurría"para"FaPIP1;1,"la"técnica"de"medición"del"cambio"de"volumen"del"oocito"
es"insuficiente"cuando"lidiamos"con"acuaporinas"que"tienen"la"posibilidad"de"no"transportar"agua"
o"de"que"su"transporte"sea"bajo."En"esta"situación,"con"los"resultados"obtenidos"es"posible"que:"i)"
la"acuaporina"no"se"esté"sintetizando"adecuadamente;"ii)"la"acuaporina"no"esté"llegando"a"MP;"iii)"
la" acuaporina" no" posea" funcionalidad" como" transportadora" de" agua." En" este" contexto" fue"
necesario" utilizar" una" técnica" complementaria" que" investigue" la" localización" de" la" misma."
Nuevamente" realizamos" el" análisis" de" las" imágenes" por" microscopía" confocal" de" fluorescencia,"
dado"que"esta"herramienta"es"la"que"nos"permite"resolver"si"la"acuaporina"estudiada"es"retenida"o"
no"en"estructuras"internas.""
*
*
*
*
*
*
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Figura*2.6:*Localización*subcelular*de*FaPIP2;1N228DDEYFP." (ASB)" Imágenes"confocales"(xSz)"de"oocitos"de"
Xenopus* laevis" que" expresan" FaPIP2;1N228DSEYFP," inyectados" previamente" con" TMRSdextran" (rojo)." La"
superficie"de"oocitos"se"encuentra"a"la"derecha"de"cada"cuadro"de"imagen,"y"el"interior"del"oocito"está"a"la"
izquierda."El"recuadro"muestra"una"ampliación"de"la"sección"cuadrada"indicada."(ASB)"FaPIP2;1N228DSEYFP"
se"localiza"en"estructuras"internas"independientemente"de"la"masa"de"ARNc"inyectada.*
La"Figura"2.6"A"y"B"muestran"que" la"mutante"FaPIP2;1N228DSEYFP"es" incapaz"de"alcanzar" la"MP"
cuando" se" expresa" sola," aún" cuando" se" aumenta" la" masa" del" ARNc" inyectado." No" podemos"
descartar" que" el" hecho" de" que" no" alcance" MP" sea" consecuencia" de" la" fusión" con" el" tag"
fluorescente."Sin"embargo,"el"hecho"de"que"FaPIP2;1SEYFP"acceda"a"la"MP"eficientemente"(Figura"
2.2)"hace"que"esta"posibilidad"sea"poco"probable."Si"asumimos"que"el"comportamiento"observado"
para"FaPIP2;1N228DSEYFP"es"el"mismo"que"para"FaPIP2;1N228D"podemos"decir"que"esta"mutante"
no"aumenta"la"Pf"en"oocitos"que"la"expresan"(Figura"2.5)"dada"su"incapacidad"para"llegar"a"MP."
Para"analizar"el"comportamiento"de"la"mutante"en"cuanto"a"su"capacidad"de"transportar"agua"se"
decidió"coSinyectar"ARNc"a"la"misma"junto"con"ARNc"de"FaPIP2;1."Dado"que"la"mutante"presenta"
dificultades" para" llegar" a"MP," es" probable" que" la" interacción" con" FaPIP2;1"wild* type" permita" su"
translocación."La"Figura"2.7A"muestra"las"permeabilidades"resultantes"de"la"inyección"de"ARNc"de"
FaPIP2;1" en" dos" cantidades" de" masa" diferentes" (1,25" ng;" 2,50" ng)" y" la" Pf" resultante" de" la" coS
inyección" de" 1,25" ng" de"ARNc"de" FaPIP2;1" y" 1,25" ng" de" FaPIP2;1N228D." La"Pf" resultante" de" los"
oocitos" que" coSexpresan" FaPIP2;1" y" FaPIP2;1N228D" (1,25" ng" +" 1,25" ng" de" ARNc)" no" es"
significativamente" diferente" a" la" Pf* otorgada" por" la" inyección" de" 1,25" ng" de" ARNc" de" FaPIP2;1"
(P<0,05;" IC:" 95%" n" =" 10S15)." Por" otra" parte," la" Figura" 2.7B" demuestra" que" FaPIP2;1N228D" no"
localza" en" la" MP" cuando" es" coSexpresada" con" FaPIP2;1." Estos" experimentos" por" lo" tanto" no"
permitieron"elucidar"la"actividad"de"la"mutante.""
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Figura*2.7:*Pf3y*localización*subcelular*de*FaPIP2;1N228D*cuando*se*encuentra*coDexpresada*con*FaPIP2;1.*
(A)" Se" muestra" un" experimento" representativo" de" al" menos" tres" experimentos" independientes." Las"
permeabilidades"de"oocitos" inyectados"con"1,25"ng"y"2,50"ng"de"FaPIP2;1"se"midieron"a"modo"de"control,"
para"comparar"con" los"valores"de"Pf"obtenidos"en" las"coSexpresiones"de"1,25"ng"de"FaPIP2;1"y"1,25"ng"de"
FaPIP2;1N228D." Los" datos" se" expresan" como" valores"medios" (media"Pf" ±" SEM," n" =" 8S12)." (B)" Localización"
subcelular" de" FaPIP2;1N228DSEYFP" coSexpresada" con" FaPIP2;1." Imagen" confocal" (xSz)" de" un" oocito" de"
Xenopus* laevis" que"expresa"FaPIP2;1N228DSEYFP" (verde)" junto" con"FaPIP2;1," inyectados"previamente" con"
TMRSdextran" (rojo)." La" superficie" del" oocito" se" encuentra" a" la" derecha" de" cada" cuadro" de" imagen," y" el"
interior"del"oocito"está"a"la"izquierda."El"recuadro"muestra"una"ampliación"de"la"sección"cuadrada"indicada."
FaPIP2;1N228DSEYFP"se"localiza"en"estructuras"internas"cuando"se"encuentra"coSexpresa"con"FaPIP2;1."!
A"pesar"de"que"no"pudimos"comprobar"que"FaPIP2;1N228D"sea"o"no"funcional"para"el"transporte"
de"agua,"procedimos"a"probar"si"al"coSexpresarla"con"FaPIP1;1"se"produce"la"interacción"funcional.""
*
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Figura*2.8:*Pf*de*oocitos*que*coDexpresan*FaPIP1;1*con*FaPIP2;1N228D*o*FaPIP2;1*wt.*La"masa"de"ARNc"
inyectado"para"FaPIP1;1,"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1N228D"se"representa"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"
que"1"equivale"a"1,25"ng"de"ARNc."En"el"experimento"se"compara"el"efecto"de"la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"
con" FaPIP2;1N228D" con" respecto" a" la" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1." Los" datos" se" expresan" como"
valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="9S12).*
La"Figura"2.8"muestra"los"valores"de"Pf"para"las"coSexpresiones"de"FaPIP1;1"con"FaPIP2;1"wt"y"con"
FaPIP2;1N228D.""La"coSexpresión"de"FaPIP1;1:FaPIP2;1"en"una"relación"de"masa"de"ARNc"3:1"(3,75"
ng"de"FaPIP1;1"+"1,25"ng"de"FaPIP2;1)"le"otorgó"a"la"membrana"una"Pf"de"256"±"25"10S4"cm"sS1,"una"
Pf"de"valor"mucho"más"alto"que"la"obtenida"al"inyectar"solo"1,25"ng"de"ARNc"de"FaPIP2;1"(85"±"7"
10S4cm"sS1)." La"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y" la"mutante"FaPIP2;1N228D"en"esta"misma"relación"de"
masa"resultó"otorgarle"a"la"membrana"una"Pf"de"133"±"14"10S4cm"sS1."Como"ya"habíamos"visto,"la"
inyección" de" ARNc" de" la" mutante" sola" en" esta" proporción" de" masa" no" produce" un" aumento"
significativo" de" la" Pf" respecto" del" control" (p<0,05;" IC:" 95%" n" =" 10S15)." El" aumento" de" la" Pf"
observado"en" las"coSexpresiones"es"el" resultante"de"una" reSlocalización"de" las"acuaporinas"dado"
que"por"ejemplo,"para"el"caso"de"FaPIP1;1"Y"FaPIP2;1N228D"cuando"se"encontraban"expresadas"
solas,"ambas"permanecían"en"estructuras"internas."Para"observar"esta"reSlocalización"se"realizaron"
experimentos" de" microscopía" confocal" de" fluorescencia" inyectando" ARNc" de" la" acuaporina"
marcada" fluorescentemente" junto" con"ARNc"de"otra" sin" la"marca" fluorescente."De" esta"manera"
realizando" las" diferentes" combinaciones" se" puede" resolver" la" localización" de" las" FaPIP1;1" y"
FaPIP2;1N228D"cuando"se"encuentran"coSexpresadas.""
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Figura*2.9:* Localización* subcelular*de*FaPIP1;1*y* FaPIP2;1N288D*cuando* se*encuentran* coDexpresadas*y*
control*de*la*permeabilidad*de*las*acuaporinas*marcadas*fluorescentemente"(ASB)"Imágenes"confocales"(xS
z)"y"(CSD)"perfiles"de"fluorescencia"de"oocitos"de"Xenopus*laevis"que"expresan"FaPIP1;1SEYFP"(verde)" junto"
con"FaPIP2;1N228D"(A,C)"o"FaPIP2;1N228DSEYFP"(verde)" junto"con"FaPIP1;1"(B,D)," inyectados"previamente"
con" TMRSdextran" (rojo)." (A,C)" FaPIP1;1SEYFP" se" localiza" en" la"membrana"plasmática"del" oocito" cuando" se"
encuentra" coSexpresada" con" FaPIP2;1N228D." (B,D)" FaPIP2;1N228DSEYFP" se" localiza" en" la" membrana"
plasmática"del"oocito"cuando"se"encuentra"coSexpresada"con"FaPIP1;1." (E)"Control"de" la"Pf*de"acuaporinas"
marcadas"fluorescentemente."FaPIP1;1SEYFP"y"FaPIP2;1N228DSEYFP"expresadas"por"separado"no"producen"
un" aumento" de" la" Pf* significativo" con" respecto" al" control" (NI)." Tanto" la" coSexpresión" de"
FaPIP1;1EYFP:FaPIP2;1N228D"como"FaPIP1;1:FaPIP2;1N228DSEYFP"producen"un"aumento"significativo"de"la"
Pf"con"respecto"al"control."Los"datos"se"expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="8S12)."
La" Figura"2.9"muestra"que" cuando" se" coSexpresan"FaPIP1;1SEYFP" con"FaPIP2;1N228D"o"FaPIP1;1"
con" FaPIP2;1N228DSEYFP," en" ambos" casos" la" proteína" fluorescente" se" localiza" en" la"membrana"
plasmática,"es"decir"que"FaPIP2;1N228D"se"comporta"como"FaPIP2;1"wt" en" lo"que" respecta"a" la"
interacción" y" reSlocalización" de" FaPIP1;1." Analizando" la" Figura" 2.8," la" Pf" medida" para" la" coS
expresión" de" FaPIP1;1" con" FaPIP2;1N228D" es" la" resultante" del" transporte" de" agua" de" ambas"
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acuaporinas"coSexpresadas"dado"que"ambas"se"encuentran"en"MP."Si"se"observa"la"Pf"medida"para"
la" coSexpresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1" y" se" compara" con" la" Pf" medida" para" la" dupla"
FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D" se" puede" apreciar" que" esta" última" es" menor." Es" posible" que" esta"
disminución"del"transporte"de"agua"se"pueda"explicar"por"el"hecho"de"que"FaPIP2;1N228D"sea"una"
acuaporina"cerrada"no"funcional,"confirmando"nuestro"objetivo"inicial."Sin"embargo,"este"valor"Pf"
no"puede"ser"a*priori"asignado"a"FaPIP1;1"debido"a"que"aún"no"se"ha"demostrado"que"la"mutante"
es"inactiva"para"el"transporte"de"agua."En"vistas"de"probar"esta"hipótesis,"se"realizaron"ensayos"de"
coSexpresión" combinando" diferentes" proporciones" de" inyección" de" ARNc" de" FaPIP2;1N228D" y"
FaPIP1;1,"y"por"otro"lado"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1.""
"
"
Figura* 2.10:* Pf* de* oocitos* inyectados* con* diferentes* relaciones* de* masa* de* ARNc* de* los* pares* de* coD
expresión:* FaPIP2;1:FaPIP1;1* y* FaPIP2;1N228D:FaPIP1;1." La"masa"de"ARNc" inyectada" se" encuentra" entre"
paréntesis,"representada"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"1"equivale"a"0,25"ng"de"ARNc."a'"y"b'"
son"significativamente"diferentes"de"A"y"B,"respectivamente"(p"<0,05,"IC:"95%"n"="10S12)."
La" Figura"2.10"muestra"que" cuando"FaPIP1;1"y" FaPIP2;1" son" coSexpresadas"utilizando"diferentes"
proporciones" de" ARNc" (1:3," 1:2," 1:1," 2:1," 3:1)," el" aumento" de" la" Pf" se" correlaciona" bien" con" la"
cantidad" de" ARNc" de" FaPIP2;1" inyectado" (p<0,05)." Es" decir," que" al" aumentar" la" proporción"
inyectada"de"ARNc"de"FaPIP2;1,"se"produce"un"aumento"significativo"de"la"permeabilidad"(p<0,05)."
Por" otro" lado," cuando" se" aumenta" la" cantidad" de" FaPIP1;1" coSinyectada," no" se" observan"
diferencias" significativas" en" la" Pf" (p<0,05)." Si" analizamos" la" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y"
FaPIP2;1N228D," el" aumento" de" la" Pf" se" correlaciona" con" la" cantidad" de" ARNc" de" FaPIP1;1"
inyectado."Sin"embargo,"la"permeabilidad"se"mantiene"constante"al"aumentar"la"cantidad"de"ARNc"
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de" FaPIP2;1N228D" inyectada" (p<0,05)." Este" resultado" sugiere"que" FaPIP2;1N228D"es" incapaz"de"
transportar" el" agua." De" confirmarse" esta" hipótesis," las" permeabilidades" obtenidas" para" las" coS
expresiones"de"FaPIP1;1"con"FaPIP2;1N228D"reflejarían"enteramente" la"capacidad"de" transporte"
de"FaPIP1;1.""!
" *
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2.5*Discusión 
La"mayoría"de"las"PIP1"vegetales"expresadas"en"oocitos"de"Xenopus"no"presentan"permeabilidad"
osmótica"acordes"con"lo"esperado"para"acuaporinas"que"transportan"agua."Dado"que"este"ensayo"
fue"el"más"utilizado"como"estrategia"experimental"en" la"corta"historia"de" las"acuaporinas"para"el"
estudio" de" su" actividad," en" la"mayoría" de" los" casos" se" concluyó"que"no" son" funcionales" para" el"
transporte" de" agua." La" prueba" de" su" incapacidad" para" llegar" a" la"membrana" del" oocito" y" de" la"
interacción"funcional"observada"al"coSexpresarlas"con"una"PIP2"llevó"a"cambiar"el"paradigma"sobre"
su"posible"relevancia"en"los"movimientos"de"agua.""
FaPIP1;1"demostró"no"aumentar" la"permeabilidad"de"oocitos"de"Xenopus"aún" incrementando" la"
cantidad"de"ARNc"inyectado"a"los"mismos"(Figura"2.1)."Este"experimento"indica"que"no"se"trata"de"
un"transportador"de"agua"de"baja"eficiencia,"dado"que"si"lo"fuese,"al"aumentar"la"masa"de"ARNc"se"
debería" poner" en" evidencia" un" aumento" de" permeabilidad." En" concordancia" con" las" evidencias"
que" existían" para" PIP1" de" otras" especies" vegetales" (Fetter" et* al.," 2004," Mahdieh" et* al.," 2008),"
nuestro"trabajo"confirma"que"FaPIP1;1"es"una"PIP1"incapaz"de"translocar"a"la"MP"del"oocito"por"sí"
misma" (Figura"2.2)" y"que,"para"hacerlo" requiere"de" ser" coSexpresada" junto" con"FaPIP2;1" (Figura"
2.3)."Este"resultado"a"diferencia"de"los"obtenidos"para"otras"PIPs"(Fetter"et*al.,"2004;"Mahdieh"et*
al.,"2008;"Bienert"et*al.,"2012)"fue"obtenido"utilizando"al"mismo"tiempo"la"técnica"de"microscopía"
confocal"de"fluorescencia"con"acuaporinas"marcadas"sobre"el"oocito"entero"y"vivo."Para"estudiar"
las"propiedades"intrínsecas"de"FaPIP1;1,"se"podrían"plantear"diferentes"estrategias:" i)" intentar"su"
expresión" en" oocitos" y" redireccionarla" a" la"membrana" por" si" sola" buscando," por" ejemplo" algún"
motivo"en"la"secuencia"que"sea"el"causante"de"su"retención"intracelular"y"mutándolo;"ii)"analizar"su"
capacidad" para" el" transporte" de" agua" cuando" se" encuentra" coSexpresada" con" una" FaPIP2;1" no"
funcional," que" solo" actúe" como" chaperona" y" que" permita" su" redirección" a" MP." La" segunda"
estrategia" fue" la" que" nos" pareció" más" propicia" dado" que" muchas" PIP1" y" PIP2" demostraron"
interaccionar"en"células"vegetales" (Zelazny"et*al.,"2007;"Sorieul"et*al.,"2010;"Chen"et*al.,"2013)"y"
contábamos"con"datos"previos"de"nuestro" laboratorio"para"FaPIP1;1"(Mut"et*al.,*2008;"Márquez,"
tesis"doctoral)."Estas"evidencias"van"además"a"favor"de"que"este"mecanismo"de"interacción"tenga"
relevancia"fisiológica."Por"lo"tanto,"la"actividad"de"PIP1"relevante"a"nivel"de"la"planta"sería"la"que"
posee"cuando"está"interaccionando"con"una"PIP2.""
Siguiendo" la" segunda" estrategia," evaluamos" las" posibles" mutaciones" a" realizar" a" FaPIP2;1" para"
obtener"una"acuaporina"no"funcional"para"el"transporte"de"agua,"pero"que"no"pierda"la"capacidad"
de" interactuar"con"FaPIP1;1."Basándonos"en"evidencias"obtenidas"previamente"por"otros"grupos"
de" investigación" para" acuaporinas" animales," decidimos"mutar" la" Asparagina" del" primer" sitio" de"
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consenso"NPA"por"Ácido"Aspártico,"generando"la"mutante"FaPIP2;1N228D."La"mutación"realizada"
(N228D)" se" focalizó" en" modificar" el" sitio" de" selectividad" NPA," altamente" conservado" en"
acuaporinas"de" todos" los" reinos."A"pesar"de"existir"estudios" realizados" in* silico"para"SoPIP2;1"en"
donde"se"demuestra"que"este"sitio"junto"con"el"sitio"de"selectividad"Ar/R"constituyen"las"zonas"de"
mayor" constricción" de" poro" (Ludewig" &" Dynowski," 2009)" no" se" conocían" estudios" in* vitro" que"
comprueben"que"una"mutación"en"este"sitio"podría"ser"capaz"de"inactivar"una"PIP."Es"por"ello"que"
nuestro" trabajo" constituiría" el" primer" reporte" de" la" generación" de" una" PIP" silente" para" el"
transporte"de"agua"mediante"una"mutación"realizada"en"uno"de"los"sitios"NPA."Sin"embargo,"con"
los"experimentos" realizados"en"este"capítulo,"no" fue"posible"comprobar"que"FaPIP1;1N228D"sea"
efectivamente" no" funcional" como" transportadora" de" agua." Los" intentos" de" analizar" su"
permeabilidad" (Figura" 2.5" y" Figura" 2.7)" no" fueron" efectivos" dado" que" FaPIP2;1N228D"demostró"
quedar" retenida" en" estructuras" internas" tanto" cuando" era" expresada" sola" en" bajas" como" en"
grandes" cantidades" (Figura" 2.6)" o" cuando" fue" coSexpresada" junto" con" FaPIP2;1" (Figura" 2.7)." Sin"
embargo," al" ser" coSexpresada" con" FaPIP1;1," ambas" translocaron" a" membrana" plasmática"
confirmando"su" interacción" (Figura"2.9)."Estos" resultados"son"consistentes"con" la"medición"de"Pf"
de" la" coSexpresión"de" ambas"donde" se"observa"una"Pf" que" es"menor" a" la" que" se"obtiene" como"
resultado" de" la" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" wt" (Figura" 2.8)." Sin" embargo," como"
mencionáramos"anteriormente,"este"valor"Pf"no"puede"ser"a*priori"asignado"a"FaPIP1;1"debido"a"
que"aún"no"se"ha"demostrado"que"esta"mutante"sea"inactiva"para"el"transporte"de"agua."La"prueba"
de"la"última"hipótesis"no"es"sencilla"dado"que"FaPIP2;1N228D"requiere"la"interacción"funcional"con"
FaPIP1;1"para" llegar"a" la"MP."En"vistas"de"obtener"un"mejor"panorama"acerca"de" la"actividad"de"
esta"mutante,"se" realizaron"experimentos"de"coSexpresión"utilizando"diferentes"proporciones"de"
ARNc" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1N228D." Si" FaPIP2;1N228D" era" efectivamente" una" acuaporina" no"
funcional," el" aumento" de" la" cantidad" de" ARNc" inyectado" no" debería" producir" cambios" en" la" Pf"
observada" o," debería" producir" un" aumento" proporcional" a" la" cantidad" de" FaPIP1;1" que" se"
encuentre" redireccionando" a" MP." De" la" misma" manera," al" aumentar" la" cantidad" de" ARNc"
inyectado"de"FaPIP1;1,"si"esta"es"una"acuaporina"funcional"para"el"transporte"de"agua,"se"debería"
observar" un" aumento"de" la" permeabilidad." Efectivamente," el" perfil"mostrado"por" la" Figura" 2.10"
confirma" nuestra" hipótesis." Sin" embargo," al" plantear" el" mismo" experimento" pero" utilizando"
FaPIP2;1,"se"observa"el"perfil"opuesto,"es"decir,"la"permeabilidad"aumenta"al"aumentar"la"cantidad"
inyectada"de"ARNc"de"FaPIP2;1"y"permanece"constante"al"aumentar"la"masa"de"ARNc"inyectada"de"
FaPIP1;1."Esta"diferencia"en"los"resultados"observados"para"la"coSexpresión"con"FaPIP2;1"wt"y"con"
FaPIP2;1N228D," será" analizada" en" el" capítulo" siguiente" de" esta" Tesis" utilizando" un" modelo"
matemático." Dicho" modelo" nos" permitirá" conocer" más" la" capacidad" de" transporte" de" agua" de"
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FaPIP1;1,"FaPIP2;1"y"de"la"mutante"generada."
"
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3.1*Introducción*
3.1.1*Modelos*matemáticos*en*biofísica*del*transporte*de*agua*
Una"de"las"formas"en"que"la"biofísica"surge"como"disciplina"es"a"través"de"la"aplicación"de"modelos"
matemáticos" para" describir" procesos" biológicos" con" una" mirada" física." Uno" de" sus" puntos" de"
origen"fue"el"desarrollo"de"leyes"matemáticas"que"permitieran"explicar"el"fenómeno"de"la"difusión"
(Fick," 1856)." A" partir" de" allí," muchas" investigaciones" enmarcadas" dentro" de" la" biología" se"
intentaron"complementar"usando"a"la"matemática"como"lenguaje"que,"de"alguna"manera,"ayudara"
a"comprender"y"definir"en"más"detalle"los"fenómenos"estudiados."Por"ejemplo,"el"fenómeno"de"la"
ósmosis" que" ya" había" sido" estudiado" en" forma" descriptiva" Sa" partir" del" descubrimiento" de" las"
membranas" semipermeables" (Nollet," 1748)" y" de" los" estudios" de" Dutrochet" (1828)" sobre"
membranas" vegetalesS" se" comienza" a" desarrollar"matemáticamente" a" partir" de" los" estudios" de"
Pfeffer"sobre"membranas"artificiales"(Pfeffer,"1877)"y"de"los"estudios"de"van’t"Hoff"(1887)."
Como" ya" se" mencionara" en" los" capítulos" anteriores," la" existencia" de" canales" proteicos" que"
transportan" agua" en" membranas" biológicas" fue" inicialmente" predicha" a" partir" de" modelos"
matemáticos" aplicados" al" proceso" osmótico" que" finalmente" fueron" contrastados" con" evidencias"
obtenidas"experimentalmente"(Dainty"&"Ginzburg,"1963;"Finkelstein"&"Andersen,"1981)."En"1987,"
Alan" Filkelstein" resume" los" modelos" sobre" la" ósmosis" existentes" a" la" fecha" en" un" trabajo"
emblemático:" “Water"Movement" through" lipid" bilayers," pores," and" plasma"membranes," theory"
and" reality”" (Finkelstein," 1987)." En" ese" trabajo," partiendo" por" definir" una" membrana"
semipermeable"(i.e."permeable"al"agua"e" impermeable"a"solutos)"y"estableciendo" las"ecuaciones"
de"equilibrio"químico"correspondientes"para"agua"y"solutos"a"ambos"lados"de"la"membrana,"logra"
desarrollar"para"distintas"situaciones"las"ecuaciones"de"modelos"para"ósmosis"y"difusión."De"todas"
estas"situaciones,"rescataremos"a"continuación"algunas"que"servirán"como"estructura"del"modelo"
planteado"en"este"capítulo.""
Como"se"expuso"antes,"el"sistema"que"utilizamos"para"inferir"sobre"la"actividad"de"acuaporinas"es"
la"expresión"heteróloga"en"oocitos"de"Xenopus."Los"oocitos"son"sometidos"a"un"shock"hipoosmolar"
de"manera"tal"que"se"produzca"un"flujo"neto"de"agua"hacia"su"interior."Esta"estrategia"nos"permite"
registrar"el"cambio"de"volumen"inicial"(inmediatamente"después"de"someterlo"al"shock)"a"la"que"es"
expuesta" el" oocito" por" unidad" de" tiempo." Los" oocitos" de" los" estadíos" utilizados" tienen" baja"
densidad" de" canales" de" iones" y" no" poseen" canales" de" agua" (Sobczak" et* al.," 2010)" por" lo" que"
podemos" considerar"que"el" cambio"de"volumen" inicial" se"produce"por"el" transporte"de"agua"en"
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respuesta"al"shock"osmótico."Este"transporte"se"produce"a"través"de"la"membrana"que"en"el"caso"
de"oocitos"que"no"fueron"inyectados"con"ARNc"de"acuaporinas"sería"el"esperado"como"producto"
del" movimiento" de" agua" a" través" de" la" bicapa" lipídica." En" el" caso" de" los" oocitos" que" fueron"
inyectados" con" el" ARN" de" una" acuaporina" el" movimiento" de" agua" incluiría" no" solamente" a" la"
bicapa" lipídica" sino" también" al" que" se" produce" a" través" de" poros" que" transporten" agua," i.e." las"
acuaporinas"presentes"en"su"membrana"plasmática.""
Según" Finkelstein," para" una" membrana" lipídica" (sin" poros" proteicos)," el" coeficiente" de"
permeabilidad"osmótica"se"puede"representar"con"la"siguiente"ecuación:"!! = !!!!!!!!!"# * * Ecuación*1*
Donde:"!"es"el"grosor"de"la"membrana"!!"es"el"coeficiente"de"difusión"del"agua"dentro"de"la"bicapa"lipídica"!!"el"coeficiente"de"partición"del"agua"entre"la"membrana"y"la"bicapa"lipídica"!!"es"el"volumen"molar"parcial"del"agua"pura"!!"# "es"el"volumen"molar"parcial"del"agua"en"la"bicapa"lipídica"
"
Para"llegar"a"esta"ecuación"se"asume"que:"i)"no"hay"diferencia"de"presión"hidrostática"entre"ambos"
lados"de"la"membrana,"ii)"la"cinética"de"los"movimientos"interfaciales"es"más"rápida"que"la"cinética"
difusiva" a" través" de" la"membrana," iii)" el" agua" es" poco" soluble" en" la"membrana," por" lo" que" las"
moléculas"de"agua"se"mueven"independientemente"unas"de"las"otras."
Por"otra"parte," si" nos" referimos" al" pasaje"de" agua"por"poros" estrechos," donde" las"moléculas"de"
agua"no"se"pueden"sobrepasar"unas"a" las"otras" (modelo"en" fila" india),"Finkelstein"sugiere"que" la"
siguiente"ecuación"representa"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"de"un"poro"único:"
!! = !!!!!(!)! * * Ecuación*2*
"
Donde:"!"es"la"longitud"del"poro"!"es"el"radio"del"poro"
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!!(!)"es"el"coeficiente"de"difusión"que"tendría"el"agua"dentro"del"poro"si"fuese"la"única"molécula"de"
agua"dentro"del"mismo."
Para"llegar"a"esta"ecuación"asume"que"la"densidad"del"agua"adentro"del"poro"es"la"misma"que"en"
las"soluciones."
Si"tuviésemos"una"membrana"compuesta"por"N"poros,"la"relación"entre"la"Pf*de"la"membrana"y"la"
pf"de"uno"de"sus"poros,"estaría"dada"por:"
" !! = !!!! " " Ecuación*3"
Donde:"!"es"el"número"de"poros"!"es"el"área"total"de"la"membrana"
"
Considerando" las" Ecuaciones" 1" y" 3," en" un" oocito" que" expresa" acuaporinas" en" su" membrana"
plasmática,"podemos"asumir"que"la"Pf*del"mismo"se"puede"representar"de"la"siguiente"forma:"
" !! = !!!!!!!!!"# + !!!! * * Ecuación*4"
Para" construir" esta" ecuación," se" asume" que" la" permeabilidad" de" la" bicapa" lipídica" no" se" ve"
afectada" por" la" introducción" de" poros" en" la" misma." Esta" suposición" se" basa" en" evidencias"
experimentales"en"las"que"se"demostró"que"la"introducción"de"poros"de"nistatina"o"anfotericina"no"
produjeron"cambios"en"la"permeabilidad"de"la"bicapa"lipídica"(Finkelstein,"1987)."El"primer"término"
de" esta" ecuación" representa" el" pasaje" de" agua" a" través" de" la" bicapa" lipídica" que" luego" será"
representado" como" PfLB" y" por" lo" dicho" anteriormente," se" asumirá" que" es" equivalente" a" la"
permeabilidad" de" oocitos" no" inyectados" con" ARNc" (PfNI)." El" segundo" término" representa" a" la"
permeabilidad" al" agua" otorgada" por" las"n" acuaporinas" que" se" encuentren" en" la"membrana" que"
luego"será"representado"como"PfTPIP.""
Un" elemento" crucial" analizado"por" Finkelstein" que"puede" llegar" a" comprometer" el" análisis" es" la"
presencia"de"capas"no"mezcladas."La"capa"no"mezclada"puede"ser"visualizada"como"una"región"de"
agua"no"mezclada"correctamente"con"la"solución"en"contacto"con"la"membrana"y"que"actúa"como"
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una"barrera"más," limitando" la" difusión"de"partículas" (Shulman"&"Teorell," 1938)." Es" decir" que" se"
puede" definir" una" zona" de" gradiente" de" concentración" soluto" y" agua" a" ambos" lados" de" la"
membrana" con" respecto" a" la" concentración" real" de" soluto" del" bulk." Este" gradiente," produce"
grandes"variaciones"en"el"coeficiente"de"permeabilidad"difusional,"pero"no"así"en"el"coeficiente"de"
permeabilidad"osmótica"(Dainty"&"Ginzburg,"1963)."Esto"se"debe"principalmente"a"dos"motivos:"i)"
el"efecto"de"las"capas"no"mezcladas"sobre"la"Pf*es"dependiente"del"flujo,"con"lo"cual,"a"flujos"bajos"
es" casi" inexistente;" ii)" el" gradiente" de" densidad" generado" por" el" gradiente" de" concentración" de"
soluto"en"la"capa"no"mezclada"puede"generar"mezcla"convectiva,"reduciendo"el"grosor"de"la"capa"
no" mezclada." Experimentalmente," se" intenta" evitar" este" efecto" mediante" mezclado" rápido" y"
turbulento"de"la"solución"responsable"del"shock"en"el"momento"de"hacer"el"experimento"sobre"el"
oocito.""
Otro"elemento"a" tener"en"cuenta"es"el"área"considerada"en"el"cálculo"de"Pf."Como"se"mencionó"
anteriormente," para" la" medición" de" la" Pf* de" los" oocitos" se" utiliza" la" siguiente" ecuación" que"
responde"al"modelo"de"ósmosis"por"una"membrana"semipermeable"con"coeficientes"de"reflexión"
para"solutos"iguales"a"1:"
!! = !! !"!!!"!!!! ∆!"# ! Ecuación*5!
En"esta"ecuación,"el" área"que"consideramos"es"el" área"del"oocito," i.e." una"esfera"de"1,2"mm"de"
diámetro"(9.10S4cm3)."Este"valor"es"arrastrado"desde"un"análisis"poblacional"hecho"en"el"momento"
de" implementación" de" la" técnica" (Zhang" &" Verkman," 1991)." Sin" embargo," es" sabido" que" la"
membrana"plasmática"de"los"oocitos"no"es"lisa,"tiene"pliegues"e"invaginaciones,"con"lo"cual"el"valor"
de" área" se" encuentra" subestimado." Sin" embargo," como" una" buena" aproximación" hay" reportes"
como" los" determinados" para" oocitos" de" Bufo* arenarum" en" donde" se" dilucidó" que" existe" una"
constante"de"proporcionalidad"que"relaciona"la"superficie"total"de"la"membrana"con"la"superficie"
circular"correspondiente"si"se"considera"al"oocito"como"una"esfera"lisa"(Dick"et*al.,"1970)."
Así" como" la" ósmosis," los" procesos" de" transporte" de" iones" a" través" de" canales" también" fueron"
analizados" matemáticamente" a" lo" largo" de" la" historia." El" punto" de" partida" fue" el" modelo"
desarrollado" por" Hodgkin"&"Huxley" (1952)" que" describe" cómo" son" originados" y" propagados" los"
potenciales" de" acción" y" constituye" la" base" biofísica" de" toda" investigación" de" canales" iónicos."
Muchos" de" estos" modelos" permitieron" profundizar" las" propiedades" biofísicas" de" canales" y"
receptores," en" especial" en" el" tema" de" nuestro" interés" que" es" facilitar" el" análisis" de" la"
estequiometría"de" interacción"de" los"canales"o"el"estudio"del"gating"de" los"mismos"(MacKinnon,"
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1991;"Latorre"et*al.,"1997)."Los"modelos"matemáticos"han"sido"también"utilizados"en"el"estudio"de"
las"acuaporinas"(Kamsteeg"et*al.,"2000;"NémethSCahalan"et*al.,"2013)"pero"en"menor"medida"que"
para"el"caso"de"canales"iónicos."A"partir"de"algunos"de"los"supuestos"tomados"por"estos"modelos"y"
de" otras" evidencias" experimentales" que" serán" presentadas" a" medida" que" se" desarrolle" este"
capítulo,"nos"planteamos"generar"modelos"matemáticos"como"una"herramienta"para"explorar"los"
resultados"obtenidos"en"el"capítulo"anterior,"de"manera"tal"de"investigar"el"aporte"de"cada"una"de"
las"acuaporinas"coSexpresadas"a"la"permeabilidad"de"la"membrana.""!
3.2*Objetivos*
• Proponer" diferentes" modelos" matemáticos" que" permitan" analizar" los" resultados" de"
permeabilidad" osmótica" de" las" coSexpresiones" de" diferentes" proporciones" de" ARNc" de"
FaPIP1;1"con"FaPIP2;1"o"con"FaPIP2;1N228D"presentados"en"la"Figura"2.10."
• Utilizando"algún"criterio"de"selección,"elegir"el"o"los"modelos"más"probables.""
• A" partir" de" los" modelos" selectos," obtener" resultados" para" las" variables" de" ajuste:" la"
permeabilidad"intrínseca"relativa"de"cada"acuaporina"coSexpresada."
 
 
* *
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3.3*Diseño*del*modelo*matemático*
3.3.1*Sección*parámetros*y*coeficientes*
Para"diseñar"modelos"matemáticos"que"permitan"analizar" los"resultados"de"coSexpresión"de"PIPs"
en" diferentes" proporciones" se" utilizaron" algunos" parámetros" definidos" previamente" en" la"
bibliografía"y,"por"necesidad"de"la"propuesta"se"crearon"otros."En"la"Tabla"3.1"se"definen"todos"los"
parámetros"utilizados,"en"vistas"de"mejorar"la"comprensión"del"modelo."En"la"Figura"3.1"se"resume"
la"estructura"en"la"cual"se"basan"los"modelos."Como"se"verá"más"adelante,"los"modelos"analizan"los"
resultados"de"las"Pf"de"las"membranas"plasmáticas"de"oocitos"que"expresan"acuaporinas"y,"es"por"
ello"que"necesariamente"debe"existir"una"conexión"matemática"que"describa"el"ARNc"que"codifica"
para"cada"acuaporina"que"es"inyectado"en"el"oocito"y"la"actividad"final"medida.""
Figura*3.1:*Esquema*del*desarrollo*de*los*modelos*matemáticos.*
Tabla*3.1:*parámetros*utilizados*en*la*construcción*de*los*modelos.*!! * Coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"de"la"membrana."El"significado"del"término"y"
su" estimación"utilizando"el" sistema"de"expresión"oocitos"de"Xenopus" se" encuentra"
descripto"en"el"Capítulo"2."Como"inputs"de"las"ecuaciones"del"modelo"se"utilizarán"las"
Pf" medidas" experimentalmente" de" oocitos" a" los" que" se" les" inyectó" ARNm" de" dos"
acuaporinas" diferentes" (Pf)," Pf" de" oocitos" no" inyectados" (PfNI)," Pf" de" oocitos"
inyectados"con"una"determinada"cantidad"de"ARNc"de"FaPIP2;1"(Pf*FaPIP2;1)."El"resto"de"
las" Pf" definidas" durante" la" deducción" del" modelo" son" permeabilidades" teóricas" o"
difícilmente" medibles" experimentalmente" y" solo" se" usan" para" fundamentar" las"
ecuaciones"y"supuestos"del"mismo"(PfLB,"Pf"TPIP,"Pf"TFaPIP2;1)."!! " Coeficiente"de"permeabilidad"intrínseca"o"permeabilidad"por"unidad"de"canal."Zeidel"
(et*al.,"1992)"lo"define"como"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"de"una"unidad"
proteica." En" el" modelo" se" usa" por" un" lado" para" hablar" del" coeficiente" de"
permeabilidad" de" una" acuaporina" (pf* FaPIP1;1," pf* FaPIP2;1," pf* FaPIP2;1N228D," pf* FaPIP2;1HET," pf*
FaPIP2;1HOM)." También" se" utiliza" la" sumatoria" de" permeabilidades" intrínsecas" de" las"
acuaporinas"que"forman"un"tetrámero"(pfTi)."En"este"caso,"i"representa"a"la"cantidad"
de" subunidades" de" FaPIP2;1" o" de" FaPIP2;1N228D" que" posee" el" tetrámero"
(monómeros" o" dímeros" dependiendo" del" modelo)," por" lo" tanto," define" el" arreglo"
"90"
estequiométrico"del"mismo.""
El" output" del" modelo," o" resultado" del" ajuste," será" un" cociente" entre" las"
permeabilidades" intrínsecas." En" este" cociente," siempre" el" denominador" será" la"
permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1"cuando"forma"parte"de"un"homotetrámero"(pf*
FaPIP2;1)." De" esta" manera" el" cociente" estaría" indicando" cómo" es" la" permeabilidad"
intrínseca"de"la"acuaporina"correspondiente"con"respecto"a"la"pfFaPIP2;1.!k!* El" coeficiente"de" traducción" indica" la" cantidad"de"proteína"expresada"por"masa"de"
ARN"inyectada."Es"una"constante"de"proporcionalidad"que"relaciona"ambas"variables"
(Figura"3.1)."Para"varios"tipos"celulares"a"los"que"se"le"hicieron"análisis"de"proteómica"
y" transcriptómica" se" encontró" una" relación" lineal" entre" la" cantidad" de" proteína"
expresada" y" la" cantidad" de" ARNm" que" codifica" para" esa" proteína" presente" en" la"
célula" (Lu" et* al.," 2007;" Schwanhäusser" et* al.," 2011)," aunque" en" otros" casos" no" se"
encontró" relación" (Taniguchi"et*al.,"2010)."Sin"embargo,"esta" relación"se"estableció"
que"es"lineal"en"cierto"rango"para"varias"proteínas"expresadas"mediante"la"inyección"
de"ARNc"en"oocitos"de"Xenopus"(Lane"et*al.,"1973;"Asselbergs"et*al.,"1979;"Chandy"et*
al.,"1997;"Kamsteeg"et*al.,"2000).*i* Es"el"número"de"subunidades"(monómeros"o"dímeros,"dependiendo"del"modelo)"de"
FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"dentro"de"un"tetrámero"(Latorre"et*al.,"1997).*k!! * El" coeficiente" de" localización" se" definió" para" cada" tetrámero" sobre" la" base" de" los"
resultados" obtenidos" por" microscopía" confocal," mostrados" en" el" Capítulo" 2." Para"
simplificar"los"modelos,"el"coeficiente"puede"tomar"valores"de"0"o"1"dependiendo"de"
la" localización"tetrámero,"siendo"1"para" los"tetrámeros"con"localización"en"MP,"y"0"
para"los"tetrámeros"que"localicen"en"otras"membranas"subcelulares"que"no"sean"la"
MP"(Figura"3.1)."θ* Es" la" fracción" de" ARNc" de" FaPIP2;1" o" FaPIP2;1N228D" inyectada" con" respecto" a" la"
cantidad" total" de" ARNc" inyectada." Se" utilizará" como" input" de" las" distribuciones"
binomiales"para"establecer"cuál"es"la"abundancia"de"cada"tipo"de"tetrámero"sobre"la"
cantidad"total"(Latorre"et*al.,*1997).*ϕ!* El" factor" de" abundancia" tetramérica" indica" la" proporción" de" un" tetrámero" con" i"
subunidades"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"(monómeros"o"dímeros)"con"respecto"al"
total"de"tetrámeros"formados."En"los"casos"presentados"en"el"modelo,"depende"de"
la"abundancia"relativa"de"cada"subunidad"y"de"la"cantidad"de"subunidades"de"cada"
una"que"tenga"el"tetrámero"para"el"que"se"está"definiendo"(Latorre"et*al.,"1997).*
*
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3.3.2*Supuestos*de*los*modelos*
Los"supuestos"generales"de"todos"los"modelos"son"los"siguientes:"
i) la"permeabilidad"al"agua"de"la"bicapa"lipídica"(PfBL)"es"igual"a"la"permeabilidad"al"agua"
promedio"de" los"oocitos"no" inyectados" (PfNI)." Está"demostrado"que" la"permeabilidad"
de"una"membrana"lipídica"no"se"ve"afectada"por"la"introducción"de"un"gran"número"de"
poros" de" anfotericina" B" o" nistatina." Aun" introducidos" en" grandes" cantidades," estos"
poros"demostraron"ocupar"solo"el"0,05"%"de"la"membrana"(Finkelstein,"1987)."
ii) la"permeabilidad"de"la"MP"de"los"oocitos"que"expresan"acuaporinas"(Pf"o"Pf" FaPIP2;1)"es"
igual"a"la"permeabilidad"de"la"bicapa"lipídica"(PfBL)"sumada"a"la"permeabilidad"aportada"
por"las"acuaporinas"que"se"encuentran"en"MP"(Pf""TPIP"o"Pf""TFaPIP2;1).""
iii) todas" las" acuaporinas" sintetizadas" forman" estructuras" tetraméricas" (Murata" et* al.,"
2000;"Sui"et*al.,"2001;"TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006;"Li"et*al.,"2011)."
iv) FaPIP1;1," FaPIP2;1" y" FaPIP2;1N228D" se" expresan" igualmente," es" decir"
keFaPIP1;1=keFaPIP2;1=keN228D=Ke;""
v) todos" los" heterotetrámeros" (FaPIP1;1SFaPIP2;1" o" FaPIP1;1SFaPIP2;1N228D)" se"
encuentran"localizados"únicamente"en"la"MP"(km=1).""
Los"supuestos"particulares"de"cada"modelo"se"describen"a"continuación."
Modelo*1:""
Vi1)" los" tetrámeros" se" forman" a" partir" del" agregado" aleatorio" de" homodímeros" de" FaPIP1;1,"
FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D."La"proporción"de"cada"población"de"tetrámeros"(ϕ)"se"puede"predecir"
según"la"distribución"binomial"ϕ! = !!!! !!! ! θ! 1 − θ !!!" Ecuación*6"
donde"i"es"el"número"de"dímeros"de"FaPIP2;1"o"de"FaPIP2;"1N228D"dentro"del"tetrámero,"y"θ"es"la"
fracción"de"ARNc"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"inyectada"con"respecto"a"la"cantidad"total"de"ARNc"
inyectada." En" la" Figura" 3.3" se" representa" la" distribución" binomial" de" heterotetrámeros"
dependiente"de"la"proporción"de"masa"de"ARNc"de"cada"acuaporina"con"respecto"al"total"(en"este"
caso"está"graficado"en"función"de"la"masa"relativa"de"FaPIP2;1"o"su"mutante)."En"la"parte"inferior"
se" esquematiza" según" la" definición" de" constante" de" localización" (kmi)" y" según" el" supuesto" v),"
indicando"los"tetrámeros"que"se"asume"están"en"MP"(kmi=1)"y"los"que"no"van"a"MP"(kmi=0),"tanto"
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para" la" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" como" para" la" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y"
FaPIP2;1N228D."
Figura* 3.2:* Representación* gráfica* de* la* abundancia* de* cada* tetrámero* con* respecto* al* total* de*
tetrámeros* (Φ)* dependiente* de* la* proporción* de*ARNc* de* FaPIP2;1* o* FaPIP2;1N228D* sobre* el* total* de*
ARNc*inyectado*para*el*Modelo*1."Para"cada"coSinyección,"se"representan"los"tetrámeros"con"posibilidad"de"
formación"y"su"localización"o"no"en"MP"mediante"la"asignación"del"coeficiente"de"localización."
Vii1A)" FaPIP2;1" tiene" una" permeabilidad" intrínseca" diferente" (pf)" si" forma" parte" de" un"
homotetrámero"o"de"un"heterotetrámero"(Define"Modelo*1A)."
Vii1B)FaPIP2;" 1" tienen" la"misma"pf" independientemente" de" su" estado"de" tetramerización" (Define"
Modelo*1B)."
Modelo*2:"
Vi2)"los"tetrámeros"se"forman"a"partir"del"agregado"aleatorio"de"monómeros"de"FaPIP1;1,"FaPIP2;1"
y" FaPIP2;1N228D" para" formar" homotetrámeros" y" heterotetrámeros." La" proporción" de" cada"
población"de"tetrámeros"(ϕ)"se"puede"predecir"según"la"distribución"binomial"ϕ! = !!!! !!! ! θ! 1 − θ !!! * Ecuación*7"
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donde"i"es"el"número"de"monómeros"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"dentro"del"tetrámero,"y"θ"es"la"
fracción"de"ARNc"de"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"inyectada"con"respecto"a"la"cantidad"total"de"ARNc"
inyectada." En" la" Figura" 3.4" se" representa" la" distribución" binomial" de" heterotetrámeros"
dependiente"de"la"proporción"de"masa"de"ARNc"de"cada"acuaporina"con"respecto"al"total"(en"este"
caso"está"graficado"en"función"de"la"masa"relativa"de"FaPIP2;1"o"su"mutante)."En"la"parte"inferior"
se"esquematiza" según" la"definición"de"constante"de" localización" (kmi)" y" según"el" supuesto"v)," los"
tetrámeros"que"se"asume"que"están"en"MP"(kmi=1)"y"los"que"no"van"a"MP"(kmi=0),"tanto"para"la"coS
expresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"como"para"la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1N228D."
Figura* 3.3:* Representación* gráfica* de* la* abundancia* de* cada* tetrámero* con* respecto* al* total* de*
tetrámeros* (Φ)* dependiente* de* la* proporción* de*ARNc* de* FaPIP2;1* o* FaPIP2;1N228D* sobre* el* total* de*
ARNc*inyectado*para*el*Modelo*2."Para"cada"coSinyección,"se"representan"los"tetrámeros"con"posibilidad"de"
formación"y"su"localización"o"no"en"MP"mediante"la"asignación"del"coeficiente"de"localización."
Vii2A)" FaPIP2;1" tiene" una" permeabilidad" intrínseca" diferente" (pf)" si" forma" parte" de" un"
homotetrámero"o"de"un"heterotetrámero"(Define"Modelo*2A)."
Vii2B)FaPIP2;1" tienen" la"misma" pf" independientemente" de" su" estado" de" tetramerización" (Define"
Modelo*2B)"
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3.3.3*Desarrollo*de*las*ecuaciones*de*los*modelos*
Para" realizar" el" desarrollo" de" las" ecuaciones," se" tomaron" los" supuestos" descriptos" en" la" sección"
anterior."A"continuación"se"describirán"en"paralelo"las"deducciones"tomando"el"supuesto"vi1"y"vi2."
Las" ecuaciones" al" final" de" la" deducción" corresponden" a" las" ecuaciones" de" los" Modelos" 1" y" 2"
respectivamente."Luego"se"continuará"la"deducción"tomando"en"paralelo"los"supuestos"Vii1A,"Vii1B,"
Vii2A" y" Vii2B" para" llegar" a" las" ecuaciones" correspondientes" a" los" modelos" 1A," 1B," 2A" y" 2B"
respectivamente."
Partiendo"de"los"supuestos"ii)"y"iii)"arribamos"a"la"ecuación"que"se"encuentra"a"continuación:"
!! = !!!!! + !!!!"#""""Ecuación*8"
Donde,"!!"es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"!!!!""es"la"permeabilidad"al"agua"aportada"por"la"bicapa"lipídica"de"la"membrana"plasmática"!!!!"#""es"la"permeabilidad"al"agua"aportada"por"los"tetrámeros"de"acuaporinas"que"se"encuentran"
en"la"membrana"plasmática"
"
Tomando"el"supuesto"i)"llegamos"a"la"siguiente"representación"matemática"!!!!" = !!! "" Ecuación*9"
Donde,"!!! ""es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presenta"la"membrana"plasmática"de"los"oocitos"
no"inyectados."
Tomando"la"Ecuación"8,"sustituyendo"por"la"Ecuación"9"y"reordenando:"
!!!!"#" = !! − !!! "" Ecuación*10"
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Teniendo" en" cuenta" los" supuestos" iii)" y" v)" se" puede" representar" matemáticamente" la"
permeabilidad" de" todas" las" poblaciones" de" tetrámeros" que" se" encuentran" en" la" membrana"
plasmática"(!!!!"#")"de"la"siguiente"manera:"
"
Los" significados" y" los" desarrollos" matemáticos" correspondientes" a" k!! " y" ϕ!" se" encuentran"
descriptos"en"la"sección"anterior"en"los"supuestos"v)"y"vi)."
Con"respecto"a"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"tetrámero"(!!!!),"se"puede"representar"como"la"
sumatoria"de"las"permeabilidades"intrínsecas"de"sus"monómeros."Para"un"tetrámero"formado"por"i"
dímeros" de" FaPIP2;1" (asumiendo" vi1)" o" por" i" monómeros" de" FaPIP2;1" (asumiendo" vi2)," las"
expresiones"matemáticas"correspondientes"a"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"tetrámero"serían:"
vii1"
!!!!"#" = !!!"!!!!!!!!!!!! *
Ecuación*11.1*
Donde,"ϕ!" es" la" proporción" de" tetrámeros" que"
contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1"QT"es"la"cantidad"total"de"tetrámeros"formados"
en"el"oocito"k!! " es" el" coeficiente" de" localización" de" los"
tetrámeros" que" contienen" i" dímeros" de"
FaPIP2;1"!!!! " es" la" sumatoria" de" las" permeabilidades"
intrínsecas" de" los" monómeros" que" forman"
parte" de" un" tetrámero" compuesto" por" i"
dímeros"de"FaPIP2;1"
vii2"
!!!!"#" = !!!"!!!!!!!!!!!! *
Ecuación*11.2*
Donde,"ϕ!" es" la" proporción" de" tetrámeros" que"
contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1"QT" es" la" cantidad" total" de" tetrámeros"
formados"en"el"oocito"k!! " es" el" coeficiente" de" localización" de" los"
tetrámeros" que" contienen" i" monómeros" de"
FaPIP2;1"!!!! "es" la" sumatoria"de" las"permeabilidades"
intrínsecas" de" los" monómeros" que" forman"
parte" de" un" tetrámero" compuesto" por" i"
monómeros"de"FaPIP2;1"
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"
!!!! = !!!"#$#%;!2 2 − i + !!!"#$#%;! !2i"
Ecuación*12.1*
Donde,"i"es"la"cantidad"de"dímeros"de"FaPIP2;1"que"se"
encuentran"formando"el"tetrámero"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"
monómero"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"
monómero"de"FaPIP1;1"
!!!! = !!!"#$#%;! 4 − i + !!!"#$#%;! !i"
Ecuación*12.2*
Donde,"i" es" la" cantidad" de" monómeros" de" FaPIP2;1"
que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"
monómero"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"
monómero"de"FaPIP1;1"
"
Por"otra"parte,"la"cantidad"total"de"tetrámeros"formados"en"el"oocito"(QT)"se"puede"definir"según"
la"siguiente"ecuación:"
QT = M!"#!"#$#%;!"k!!"#$#%;! +M!"#!"#$#%;!k!!"#$#%;!4 "
Ecuación*13*
Donde,"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"son"coSinyectados"con"ARNc"
de"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;! "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"k!!"#$#%;! "es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP2;1"k!!"#$#%;! "es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"
Teniendo"en"cuenta"el"supuesto"iv),"la"Ecuación"13"se"puede"reescribir:"
QT = M!"#!"#$#%;!" +M!"#!"#$#%;! k!4 "
Ecuación*14*
Donde,"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"
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Reemplazando" la" Ecuación" 14" y" la" Ecuación" 12.1" en" la" Ecuación" 11.1," llegamos" a" la" siguiente"
expresión:"
!!!!"#" = ϕiMRNAFaPIP2;1a + MRNAFaPIP1;14 kekmi2i=0 !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!2i "
Ecuación*15.1*
Reemplazando" la" Ecuación" 14" y" la" Ecuación" 12.2" en" la" Ecuación" 11.2," llegamos" a" la" siguiente"
expresión:"
!!!!"#" = ϕiMRNAFaPIP2;1a + MRNAFaPIP1;14 kekmi4i=0 !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;!i "
Ecuación*15.2*
Combinando"la"Ecuación"15.1"con"la"" Ecuación"10:"
!! − !!! " = ϕ!M!"#!"#$#%;!" +M!"#!"#$#%;!4 k!k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;! !2i "
Ecuación*16.1*
Combinando"la"Ecuación"15.2"con"la"" Ecuación"10:"
!! − !!! " = ϕ!M!"#!"#$#%;!" +M!"#!"#$#%;!4 k!k!!!!!! !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;! !i "
Ecuación*16.2*
"
Si"se"aplican"los"mismos"supuestos"y"razonamientos"pero"solo"se"expresa"FaPIP2;1,"se"puede"llegar"
a" una" expresión" que" represente" la" permeabilidad" suministrada" por" los" tetrámeros" de" FaPIP2;1"
(!!!!"#$#%;!)."En"este"caso,"no"tendría"sentido"aplicar" las"binomiales"dado"que"el"único"tetrámero"
que"se"puede"formar"es"el"compuesto"por"dos"dímeros"de"FaPIP2;1"(supuesto"vii1,"i=2)"o"lo"que"es"
equivalente,"por"cuatro"monómeros"de"FaPIP2;1"(supuesto"vii2,"i=4)."P!!!"#$#%;! = QT!k!!!!!! " !!!!"#$#%;! = QT!k!!!!!! "
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Ecuación*17.1*
donde,"QT" es" la" cantidad" total" de" tetrámeros"
formados"en"el"oocito"k!! " es" el" coeficiente" de" localización" de" los"
tetrámeros" que" contienen" 2" dímeros" de"
FaPIP2;1"!!!!es" la" permeabilidad" intrínseca" de" un"
tetrámero"con"2"dímeros"de"FaPIP2;1"
Ecuación*17.2*
donde,"QT" es" la" cantidad" total" de" tetrámeros"
formados"en"el"oocito"k!! " es" el" coeficiente" de" localización" de" los"
tetrámeros" que" contienen" 4" monómeros" de"
FaPIP2;1"!!!!es" la" permeabilidad" intrínseca" de" un"
tetrámero"con"4"monómeros"de"FaPIP2;1"
"
Según" la" definición" de" k!," el" tetrámero" formado" por" cuatro" monómeros" de" FaPIP2;1" (o" dos"
dímeros"de"FaPIP2;1)" tiene" localización"en"membrana"plasmática,"entonces,"k!! = 1" y"k!! = 1"
tanto"para"el" supuesto"vii1" como"el"vii2."Por"otra"parte,"!!!!! " y"!!!!! " son"equivalentes,"dado"que"
ambos"representan"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"que"está"formando"
un"homotetrámero,"entonces,"la"Ecuación"17.1"y"la"Ecuación"17.2"se"pueden"escribir"como:"!!!!"#$#%;! = QT!!!!! = QT!!!!! " Ecuación*18"
Para" un" tetrámero" conformado" por" dos" dímeros" o" cuatro" monómeros" de" FaPIP2;1," según" la"
Ecuación"12.1"o"la"Ecuación"12.2,"la"permeabilidad"intrínseca"del"tetrámero"se"puede"representar"
como"la"sumatoria"de"las"permeabilidades"intrínsecas"de"sus"monómeros"de"la"siguiente"forma:"!!!! = !!!! = !!!"#$#%;! !4" Ecuación*19"
donde,"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"
"
Según" la" Ecuación" 14," la" cantidad" total" de" tetrámeros" cuando" FaPIP2;1" es" la" única" acuaporina"
expresada"correspondería"a:"
QT = !!"#!"#$#%;!"!!! " Ecuación*20"
donde,"
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M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"
"
Reemplazando" la" Ecuación" 20" y" la" Ecuación" 19" en" la" Ecuación" 18," llegamos" a" la" siguiente"
expresión:"
!!!!"#$#%;! = M!"#!"#$#%;!"k!4 !!!"#$#%;! !4"
Ecuación*21*
simplificando"y"sustituyendo"en"la"Ecuación"3:"!!!"#$#%;! − !!! " = M!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;! "
Ecuación*22*
donde,"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"
"
Si" realizamos" el" cociente" entre" los" términos" de" la" Ecuación" 16.1" y" la" Ecuación" 22" llegamos" a" la"
siguiente"expresión:"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ!
!!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;! !2iM!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;! "
Ecuación*23.1*
donde,""!i"es"la"cantidad"de"dímeros"de"FaPIP2;1"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!"es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1"!!"es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"
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!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;! "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!"es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"k!!es"el"coeficiente"de"localización"de"los"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"
"
Por"otra"parte,"si" realizamos"el"cociente"entre" los" términos"de" la"Ecuación"16.2"y" la"Ecuación"22"
llegamos"a"la"siguiente"expresión:"
!! − !!! "!!!"#$#!;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!! !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;! !iM!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;! "
Ecuación*23.2*
donde,""i"es"la"cantidad"de"monómeros"de"FaPIP2;1"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!"es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1"!!""""es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;! "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"
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k!! "es"el"coeficiente"de"localización"de"los"tetrámeros"que"contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"
La"Ecuación"23.1"y" la"Ecuación"23.2"describen" la"permeabilidad"aportada"por" las"acuaporinas"en"
oocitos"que"coSexpresan"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"relativa"a"la"permeabilidad"aportada"por"acuaporinas"
en" oocitos" que" solo" expresan" una" cantidad" determinada" de" FaPIP2;1." Se" corresponden" con" las"
utilizadas" para" ajustar" los" modelos" 1B" y" 2B" respectivamente" donde" no" se" diferencia" la"
permeabilidad" intrínseca" de" FaPIP2;1" cuando" está" formando" parte" de" un" hetero" o" un"
homotetrámero"(supuestos"vii1B"y"vii2B)"
Si"en" lugar"de"coSexpresar"FaPIP1;1"con"FaPIP2;1"se"coSexpresa"con"FaPIP2;1N228D"(mutante"de"
FaPIP2;1"presentada"en"el"capítulo"anterior),"se"puede"llegar"a"ecuaciones"similares"a"la"Ecuación"
16.1"y"a"la"Ecuación"16.2,"pero"con"los"parámetros"correspondientes"a"FaPIP2;1N228D:"
!! − !!! " = ϕ!M!"#!"#$#%;!"##$% +M!"#!"#$#%;!4 k!k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!"##$% !2i "
Ecuación*24.1"
!! − !!! " = !!!!"#!"#$#%;!"##$% +!!"#!"#$#%;!! !!!!!!!!! !!!"#$#%;!(! − !) + !!!"#$#%;!"##$% !! "
Ecuación*24.2*
"
Si" realizamos" el" cociente" entre" los" términos" de" la" Ecuación" 24.1" y" la" Ecuación" 22" llegamos" a" la"
siguiente"expresión:"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"##$%!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!"##$% !2iM!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;! "
Ecuación*25.1*
donde,""!i"es"la"cantidad"de"dímeros"de"FaPIP2;1N228D"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!"es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1N288D"
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!!"es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1N228D"y"FaPIP1;1"!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!"##$% " es" la"masa" de"ARN" inyectada" de" FaPIP2;1N228D" a" oocitos" que" se" coSinyectan"
con"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;!es" la" masa" de" ARN" inyectada" de" FaPIP1;1" a" oocitos" que" se" coSinyectan" con"
FaPIP2;1N228D"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1,"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1N228D"k!! "es"el"coeficiente"de"localización"de"los"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1N228D"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;!"##$%es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1N228D"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"
Si" realizamos" el" cociente" entre" los" términos" de" la" Ecuación" 24.2" y" la" Ecuación" 22" llegamos" a" la"
siguiente"expresión:"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"##$%!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!! !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;!"##$% !iM!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;! "
Ecuación*25.2*
donde,""i"es"la"cantidad"de"monómeros"de"FaPIP2;1N228D"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!"es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1N288D"!!""es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1N228D"y"FaPIP1;1"!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!"##$% " es" la"masa" de"ARN" inyectada" de" FaPIP2;1N228D" a" oocitos" que" se" coSinyectan"
con"FaPIP1;1"
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M!"#!"#$#%;! " es" la" masa" de" ARN" inyectada" de" FaPIP1;1" a" oocitos" que" se" coSinyectan" con"
FaPIP2;1N228D"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1,"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1N228D"k!! " es" el" coeficiente" de" localización" de" los" tetrámeros" que" contienen" i" monómeros" de"
FaPIP2;1N228D"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;!"##$% "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1N228D"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"
La"Ecuación"25.1"y" la"Ecuación"25.2"describen" la"permeabilidad"aportada"por" las"acuaporinas"en"
oocitos" que" coSexpresan" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1N228D" relativa" a" la" permeabilidad" aportada" por"
acuaporinas" en" oocitos" que" solo" expresan" una" cantidad" determinada" de" FaPIP2;1." Se"
corresponden"con"las"utilizadas"para"ajustar"los"modelos"1AB"y"2AB"respectivamente.""
"
Por"último,"para"construir"las"ecuaciones"utilizadas"en"los"modelos"1A"y"2A,"se"tuvo"en"cuenta"el"
supuesto"vii)"que"solo"se"aplica"para"el"caso"de" la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1."En"estos"
casos,"se"asume"que"la"permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1"no"es"necesariamente"igual"cuando"
está" formando" parte" de" un" homotetrámero" que" cuando" está" incluida" en" un" heterotetrámero."
Matemáticamente"esto"se"expresa"desglosando"!!!"#$#%;! "en"dos"parámetros"diferentes:"
- un"parámetro"de"permeabilidad"intrínseca"!!!"#$#%;!"#$para"los"casos"en"que"FaPIP2;1"se"
encuentra"en"un"homotetrámero."En"nuestro"sistema,"esto"ocurriría"en"dos"situaciones:"i)"
cuando"se"expresa"sola"en"el"oocito;"ii)"cuando"se"coSexpresa,"una"proporción"de"la"misma"
va"a"estar"formando"homotetrámeros"(para"vi1,"ϕ!,"para"vi2,"ϕ!)"
- un"parámetro"de"permeabilidad" intrínseca"!!!"#$#%;!"#$para" los"casos"en"que"FaPIP2;1"se"
encuentra" en" un" heterotetrámero." En" nuestro" sistema" existe" una" proporción" que" va" a"
formar"heterotetrámeros" cuando"está" coSexpresada" con"FaPIP1;1" (para" vi1,"ϕ!," para" vi2,"ϕ!,ϕ!,ϕ!)"
Teniendo" en" cuenta" esto" y" desarrollando" la" Ecuación" 23.1" y" la" Ecuación" 23.2" se" obtienen" las"
siguientes"expresiones"matemáticas:"
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!! − !!!"!!!"#$#!;! − !!!" = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!(!!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!"#$ !2i!!!! ) + 4ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!"#$#%;!"#$M!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;!"#$ "
Ecuación*26.1*
donde,""i"es"la"cantidad"de"dímeros"de"FaPIP2;1"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1"!!""es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;!es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!"es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"k!! "es"el"coeficiente"de"localización"de"los"tetrámeros"que"contienen"i"dímeros"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"que"está"formando"parte"de"
un"homotetrámero"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"que"está"formando"parte"de"
un"heterotetrámero"
"
!!!" − !!!"!!!"#$#!;! − !!!" = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!(!!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;!"#$ !i!!!! ) + 4ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!k!!!!!"#$#%;!"#$M!"#!"#$#%;!"k!!!!"#$#%;!"#$ "
Ecuación*26.2*
donde,""i"es"la"cantidad"de"monómeros"de"FaPIP2;1"que"se"encuentran"formando"el"tetrámero"ϕ!"es"la"proporción"de"tetrámeros"que"contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1"!!""es"el"coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"la"membrana"plasmática"de"oocitos"
coSinyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"
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!!! "" es" el" coeficiente" de" permeabilidad" osmótica" promedio" de" la" membrana" plasmática" de"
oocitos"no"inyectados"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"al"agua"promedio"que"presentan"los"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP1;1"M!"#!"#$#%;! "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP1;1"a"oocitos"que"se"coSinyectan"con"FaPIP2;1"M!"#!"#$#%;!" "es"la"masa"de"ARN"inyectada"de"FaPIP2;1"a"oocitos"que"solo"se"les"inyecta"FaPIP2;1"k!es"el"coeficiente"de"traducción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"k!!es"el"coeficiente"de"localización"de"los"tetrámeros"que"contienen"i"monómeros"de"FaPIP2;1"!!!"#$#%;!es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP1;1"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"que"está"formando"parte"de"
un"homotetrámero"!!!"#$#%;! "es"la"permeabilidad"intrínseca"de"un"monómero"de"FaPIP2;1"que"está"formando"parte"de"
un"heterotetrámero"
"
Para" llegar"a" las"ecuaciones"finales"de" los"modelos,"hay"que"tener"en"cuenta"que"al"relativizar" la"
permeabilidad"de"cada"coSexpresión"con"respecto"a"la"permeabilidad"de"oocitos"inyectados"con"1"
ng"de"ARNc"de"FaPIP2;1,"tanto"en"el"numerador"como"en"el"denominador"se"encuentra"ke"como"
factor."Teniendo"en"cuenta"el"supuesto"iv),"este"factor"se"puede"simplificar"en"las"ecuaciones"23.1,"
23.2," 25.1," 25.2," 26.1" y" 26.2" arribando" a" las" ecuaciones" que" se" presentan" a" continuación" y" que"
corresponden"a"las"utilizadas"para"ajustar"cada"modelo:"
ECUACIONES*PARA*LA*CODEXPRESIÓN*FaPIP1;1:FaPIP2;1*
1A"
!! − !!!"!!!"#$#!;! − !!!" = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!(!!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!"#$ !2i!!!! ) + 4ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!"#$#%;!"#$M!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;!"#$ "
1B"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;! !2iM!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;! "
2A"
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!!!" − !!!"!!!"#$#!;! − !!!" = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!(!!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;!"#$ !i!!!! ) + 4ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!"#$#%;!"#$M!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;!"#$ "
2B"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!! !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;! !iM!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;! "
"
ECUACIONES*PARA*LA*CODEXPRESIÓN*FaPIP1;1:FaPIP2;1N288D*
1AB"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ! !!"#!"#$#%;!"##$%!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!! !!!"#$#%;!2(2 − i) + !!!"#$#%;!"##$% !2iM!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;! "
2AB"
!! − !!! "!!!"#$#%;! − !!! " = ϕ!
!!"#!"#$#%;!"##$%!!!"#!"#$#%;!! k!!!!!! !!!"#$#%;!(4 − i) + !!!"#$#%;!"##$% !iM!"#!"#$#%;!"!!!"#$#%;! "
3.4*Metodología*
Para" ajustar" los" resultados" experimentales" a" los"diferentes"modelos" se"utilizaron" las" ecuaciones"
enunciadas" en" la" sección" anterior." Como" programas" para" realizar" el" ajuste" se" utilizaron"
paralelamente"el"Origin"8"y"Microsoft"Excel"2010"obteniéndose"con"ambos"los"mismos"resultados."
Los"resultados"a"ajustar"se"tomaron"de"tres"experimentos"independientes"como"el"presentado"en"
la"Figura"2.10."Como"variables"independientes"del"modelo"se"utilizaron"las"masas"de"ARNc"de"cada"
acuaporina" inyectada." La"variable"dependiente" fue" [(PfCOSPfNI)/(PfFaPIP2;1SPfNI)],"donde"PfCOSPfNI" es" la"
permeabilidad"total"proporcionada"por"los"tetrámeros"formados"por"acuaporinas"coSexpresadas"y"
PfFaPIP2;1SPfNI"representa" la"permeabilidad"proporcionada"por" las"acuaporinas"presentes"en"oocitos"
inyectados" con" una" cantidad" fija" de" ARNc" de" FaPIP2;1." Los" parámetros" de" ajuste" son" la"
permeabilidad"intrínseca"(pf)"de"cada"acuaporina"que"se"encuentre"formando"un"heterotetrámero"
relativa" a" la" permeabilidad" intrínseca"de" FaPIP2;1" formando"un"homotetrámero;" i.e.,* pfrelFaPIP2;1,"
pfrelFaPIP1;1,"pfrelFaPIP2;1N228D."Las"ecuaciones"que"las"describen"se"presentan"a"continuación:"
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!!!"#!"#$#%;! = !!"#$%$&;!!!"#!"!#;!"#$" Ecuación*27*!!!"#!"#$#!;! = !!"#$%$!;!!"#!!"#$%$!;!!"#" Ecuación*28"
!!!"!"#$#!;!!!!"! = !!"#$%$!;!!!!"!!!"#$%$!;!!"# * Ecuación*29"
"
"
El"criterio"de"información"de"Akaike"(AIC)"se"utilizó"para"comparar"los"diferentes"modelos"(Akaike,"
1974)."El"AIC"se"calculó"utilizando"la"siguiente"ecuación"
AIC = !∗ ln SC + 2!" Ecuación*30*
Donde,"!∗"es"el"número"de"datos"experimentales,"
SC"es"la"suma"de"los"cuadrados"residuales,"
p"es"el"número"de"parámetros"
El"modelo"con"el"menor"valor"de"AIC"fue"elegido."
*
3.5*Resultados*
Los"modelos"matemáticos"fueron"desarrollados"para"determinar"la"contribución"intrínseca"de"cada"
monómero"de"FaPIP1;1,"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1N228D"en"términos"de"transporte"de"agua"cuando"se"
encuentran"formando"heterotetrámeros."La"diferencia"entre"los"modelos"reside"en"los"supuestos"
en" cuanto" a" los" arreglos" estequiométricos" posibles" de" los" tetrámeros" y" en" cuanto" a" la"
permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1"según"el"tipo"de"tetrámero"que"conforma."Por"ejemplo,"los"
modelos" 1A" y" 1B" asumen" que" los" tetrámeros" se" forman" a" partir" de" agregado" aleatorio" de"
homodímeros"preformados,"mientras"que"en"los"modelos"2A"y"2B"se"asume"agrupación"aleatoria"
de"monómeros" para" formar" los" tetrámeros." La" clasificación" en"modelos"A" o" B" los" diferencia" de"
acuerdo"a"lo"que"se"asume"con"respecto"a"la"pf"de"FaPIP2;1."Los"modelos"A"asumen"que"la"pf"de"
FaPIP2;1"no"es"necesariamente" igual" cuando" forma"parte"de"un"homotetrámero"que" cuando" se"
encuentra"en"un"heterotetrámero,"mientras"que"los"modelos"B"asumen"que"la"pf"de"FaPIP2;1"es"la"
misma"independiente"del"tipo"de"tetrámero"en"que"se"encuentra"(Figura"3.4)."
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Figura*3.4:*Representación*de*los*diferentes*modelos*con*sus*supuestos.*La"primera"columna"diferencia"los"
modelos"1"de"los"modelos"2"según"lo"que"se"asume"con"respecto"a"si"la"tetramerización"se"produce"a"partir"
de"dímeros"o"monómeros."La"segunda"columna"los"clasifica"en"A"o"B"según"lo"que"asuman"acerca"de"la"pf"de"
FaPIP2;1." La" tercera" y" la" cuarta" columna" diferencia" los" tetrámeros" que" van" MP" de" los" que" no"
respectivamente,"para"cada"modelo."Por"último"en"la"cuarta"columna"hay"una"representación"gráfica"de"los"
parámetros"de"ajuste"para"cada"modelo.*
La"primera"ronda"de"selección"se"realizó"entre"el"Modelo"1"y"Modelo"2."Debido"a"que"el"Modelo"2"
se"ajusta"a" los"datos"mejor"que"el"Modelo"1"para" la" coSexpresión"FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D,"este"
último" fue" descartado" (Valores" de" AIC" de" la" Figura" 3.5)." El"Modelo" 2" fue" preseleccionado" y" se"
procedió" a" comparar" los" valores" de" AIC" de" los" modelos" 2A" y" 2B" para" la" coSexpresión"
FaPIP1;1:FaPIP2;1."El"Modelo"2A"presenta"un"mejor"ajuste" (AIC"=" S19,99)"en"comparación"con"el"
modelo"2B"(AIC"="S7,59)."Debido"a"que"sólo"el"Modelo"2A"se"ajusta"bien"a"los"datos,"las"hipótesis"
asociada"con"el"mismo"(es"decir,"heterotetramerización"aleatoria"a"partir"de"monómeros"y"pf"de"
FaPIP2;1"para"cuando"se"encuentra" formando"parte"de"un"homo"o"un"heterotetrámero)" son" las"
más"posibles."
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Figura* 3.5:* Ajustes* de* los*modelos* a* resultados* experimentales* y* valores* de* AIC.* Para" cada"modelo" se"
representa"el"valor"experimental"de"Pf" relativa"en"puntos"negros"y"el"resultado"ajustado"por"el"modelo"en"
puntos"blancos."En"ambos"casos" los"valores"están"graficados"en" función"de" la" relación"de"masas"de"ARNc"
utilizada"en"cada"caso."Se"presentan"los"valores"de"AIC"calculados"para"cada"ajuste.*
"
"
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Los"parámetros"de"ajuste"utilizando"el"Modelo"2A"para"la"coSexpresión"FaPIP1;1:FaPIP2;1"y"para"la"
coSexpresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D" se"muestran" en" la" Figura" 3.6." Los" valores" de" parámetros"
ajustados" para" tres" experimentos" independientes" de" coSexpresión" indican" que" las"
permeabilidades"intrínsecas"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"dentro"del"heterotetrámero"duplican"el"valor"
de" la" permeabilidad" intrínseca" de" FaPIP2;1" cuando" está" formando" un" homotetrámero." El"
parámetro" de" ajuste" que" corresponde" a" la" permeabilidad" intrínseca" relativa" de" FaPIP2;1N228D"
(pfrelFaPIP2;1N228D)" ajustó" a" un" valor" de" cero" en" los" tres" ajustes" independientes" de" los"
experimentos"de"coSexpresión"de"FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D,"lo"que"refuerza"la"hipótesis"de"que"la"
mutante" FaPIP2;1N228D" carece" de" capacidad" para" transportar" agua" y" por" lo" tanto," sólo"
contribuye" a" la" translocación" de" FaPIP1;1" a" la" MP." Además," el" parámetro" de" ajuste" que"
correspondió"a"la"permeabilidad"intrínseca"relativa"de"FaPIP1;1"(pfrelFaPIP1;1)"ajustó"a"valores"no"
significativamente" diferentes" en" los" tres" ajustes" independientes" de" ambos" experimentos" de" coS
expresión"(p<0.05,"n=3)."
Figura*3.6:*Parámetros*de*ajuste*del*Modelo*2A.*Valores"de"permeabilidades"intrínsecas"relativas"para"cada"
acuaporina."Se"muestra"un"experimento"representativo"de"tres"experimentos"independientes"que"otorgaron"
resultados" similares." Debido" a" que" los" parámetros" de" ajuste" son" las" permeabilidades" intrínsecas" de" cada"
acuaporina" relativa" a" la" permeabilidad" intrínseca" de" FaPIP2;1" cuando" es" parte" de" un" homotetrámero," la"
permeabilidad"intrínseca"de"FaPIP2;1"cuando"es"parte"de"un"homotetrámero"sería"igual"a"1"(A)"Valores"de"
los"parámetros"ajustados"presentados"como"pfrel"±"SEM"para"el"experimento"de"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"
FaPIP2;1"en"diferentes"proporciones"presentado"en"la"Figura"2.10."(B)"Valores"de"los"parámetros"ajustados"
presentados" como" pfrel" ±" SEM" para" el" experimento" de" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1N228D" en"
diferentes"proporciones"presentado"en"la"Figura"2.10.*
3.6*Discusión*
Para"dilucidar"la"actividad"de"FaPIP1;1,"se"combinaron"experimentos"de"coSexpresión"de"FaPIP1;1"
con"FaPIP2;1"o"FaPIP2;1N228D"junto"con"un"modelo"matemático"construido"para"analizarlos.""
En" varias" ocasiones" se" realizaron" experimentos" de" coSexpresión" de" integrantes" de" la" subfamilia"
PIP1" e" integrantes" de" la" subfamilia" PIP2" en" diferentes" proporciones." En" algunos" de" estos"
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experimentos"la"Pf"de"la"membrana"de"los"oocitos"aumenta"al"aumentar"la"cantidad"de"ARNc"de"la"
PIP1"inyectada"(Mahdieh"et*al.,"2008;"Fetter"et*al.,"2004)"y"en"otros,"el"aumento"de"la"proporción"
inyectada"de"ARNc"de"la"PIP1"produce"cambios"en"la"Pf"resultante"(Fetter"et*al.,"2004;"Vandeleur"et*
al.," 2009)." De" hecho," nuestro" grupo" de" investigación" había" reportado" para" el" par" FaPIP2;1S
FaPIP1;1"que"al"cambiar"las"proporciones"de"las"mismas,"la"Pf"resultante"no"se"modificaba"(Alleva"
et*al.,"2010)."La"discrepancia"de" los"resultados"presentados"en"este"trabajo"con" los"demostrados"
en"esta"Tesis"se"puede"deber"a"que"en"Alleva"et*al.,"2010"la"cantidad"de"ARNc"inyectada"era"muy"
elevada" saturándose" la"maquinaria" de" síntesis" de" los" oocitos." Esto" es" posible" demostrarlo" si" se"
analiza" la" respuesta" de" la" Pf" ante" cantidades" crecientes" de" ARNc" total" inyectada" para" FaPIP2;1"
expresada"por" sí" sola," para" la" coSexpresión"en"una"proporción"1:3"de" FaPIP1;1:FaPIP2;1" y" la" coS
expresión" en" una" proporción" 3:1" de" FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D" (Figura" 3.7)." La" elección" de" las"
proporciones"de"coSexpresión"para"llevar"a"cabo"este"experimento"se"realizó"teniendo"en"cuenta"
que"fueron"las"que"presentaban"Pf"más"alta"de"todas"las"coSexpresiones."En"todos"los"casos,"hasta"
valores" de" 1" ng" por" oocito" de" ARNc" total," se" demostró" que" la" Pf" sufre" un" incremento" lineal"
demostrando" que" en" el" rango" utilizado" en" esta" Tesis" no" se" satura" el" sistema" de" expresión." Por"
encima"de"ese"rango,"el"valor"de"Pf"medido"se"hace" independiente"de" la"cantidad"total"de"ARNc"
inyectado,"tomando"un"valor"máximo"o"en"algunos"casos,"disminuyendo"a"medida"que"aumenta"la"
cantidad"de"ARNc.""
*
Figura*3.7:*Pf*en*función*de*la*masa*de*ARNc*inyectada*por*oocito*para*(A)*FaPIP2;1*(B)*FaPIP1;1:FaPIP2;1*
3:1,*(C)*FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D*3:1.*
En" los" cuatro" modelos" desarrollados" se" asume" que" el" total" de" la" Pf" observada" representa" la"
actividad" de" transporte" de" agua" de" cada" acuaporina" en" la" MP" del" oocito" más" el" agua" que" se"
transporta"por"la"bicapa"lipídica."Debido"a"que"está"bien"establecido"que"la"estructura"cuaternaria"
de"las"acuaporinas"es"tetramérica"(Murata"et*al.,"2000;"Sui"et*al.,"2001;"TörnrothSHorsefield"et*al.,"
2006;" Li"et* al.," 2011)," todos" los"modelos" asumen"que" todas" las" acuaporinas" expresadas" forman"
tetrámeros." Esto" está" soportado" además" por" descubrimientos" más" recientes" tanto" de" nuestro"
laboratorio"como"de"otros"grupos,"que"indican"que"la"interacción"de"PIPs"se"produce"a"través"de"su"
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heterotetramerizacion" (Otto" et* al.," 2010;" Jozefkowicz" et* al.," 2013)." Con" respecto" al" arreglo"
estequiométrico," estudios" realizados" en" una" gran" variedad" de" canales" y" receptores" han"
demostrado"que"la"disposición"de"las"subunidades"en"la"conformación"de"heterooligómeros"varía"
dependiendo"de"qué"proteína"de"membrana"se"trate."Entre"las"propuestas"para"distintos"canales"y"
receptores" se" encuentran:" i)" que" las" proteínas" individuales" pueden" formar" heterooligómeros"
agrupándose"de"manera"aleatoria,"es"decir,"que"la"abundancia"de"cada"arreglo"diferente"depende"
de" la"abundancia"de"cada"monómero"(Wang"et*al.,"1998;"Berg"et*al.,"2004;"Barrera"et*al.,"2007;"
Stewart" et* al.," 2012);" ii)" que" forman" dímeros" homoméricos" y" luego" se" agrupan" aleatoriamente"
formando"estructuras"más"complejas,"cuya"abundancia"depende"de"los"dímeros"iniciales"(Waschk"
et*al.,"2011),"y"iii)"se"agrupan"formando"heterooligómeros"que"poseen"un"arreglo"estequiométrico"
fijo"(Barrera"et*al.,"2008;"Kobori"et*al.,"2009)."Con"respecto"a"las"acuaporinas,"uno"de"los"ejemplos"
presentes"en"la"bibliografía"es"la"formación"de"estructuras"heterotetraméricas"entre"las"isoformas"
de"AQP4"M1" y"M23," cuyos"monómeros" parecen" agruparse" al" azar" formando" todos" los" arreglos"
posibles"(Neely"et*al.,"1999)."En"lo"que"se"refiere"a"las"PIPs,"se"sugirió"previamente"que"un"puente"
disulfuro"entre" las"cisteínas"de"dos"monómeros"podría"ser" importante"en" la"determinación"de" la"
composición" del" heterotetrámero," que" se" produciría" a" partir" de" una" asociación" homodímeroS
homodímero"para"las"PIP1"y"PIP2"de"Zea"mays"PIP1"y"PIP2"(Bienert"et*al.,"2012)."En"este"Capítulo,"
consideramos"que" i)"se"produce"heterotetramerización"aleatoria"partiendo"de"dos"homodímeros"
siguiendo" una" distribución" binomial" (Modelos" 1A" y" 1B)" o" ii)" se" produce" heterotetramerización"
aleatoria"partiendo"de"monómeros"siguiendo"una"distribución"binomial"(Modelos"2A"y"2B)."
El"Modelo"2A"fue"el"que"logró"explicar"mejor"nuestros"resultados"experimentales."Los"Modelos"1"
(A"y"B)"fueron"descartados"porque"no"podían"explicar"la"Pf"obtenida"por"diferentes"relaciones"de"
masa"de"ARNc"inyectada"al"coSexpresar"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1N228D."Estos"modelos"asumen"que"la"
interacción"de"dímeros"de"FaPIP2;1N228D"con"dímeros"de"FaPIP1;1" formarían"heterotetrámeros"
con" una" estequiometría" 2:2" capaces" de" llegar" a" la" MP" y" como" consecuencia" al" aumentar" la"
cantidad"inyectada"de"ARNc"de"FaPIP1;1"o"FaPIP2;1N228D"se"produciría"el"mismo"aumento"en"la"
cantidad"de"heterotetrámeros" formados,"produciendo"un"aumento"de" la"Pf" similar."Dado"que"el"
aumento"de"la"Pf"es"significativo"al"aumentar"la"cantidad"inyectada"de"FaPIP1;1"pero"no"así"cuando"
se" aumenta" la" cantidad" de" FaPIP2;1N228D," este" modelo" falla" en" explicar" los" resultados." Los"
modelos"2A"y"2B"explican"este"resultado"de"manera"satisfactoria."Estos"modelos"discriminan"entre"
FaPIP2;1" con" diferente" o" la" misma" permeabilidad" intrínseca" cuando" forma" parte" de" un"
homotetrámero" o" un" heterotetrámero," respectivamente." Un" mejor" ajuste" se" obtuvo" para" el"
Modelo" 2A," que" confirmó" que" FaPIP2;1N228D" no" transporta" agua" (Figura" 3.6)." Esta" falta" de"
actividad"coincide"con" lo"observado"en"estudios" in*silico"del"motivo"conservado"NPA"(Ludewig"&"
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Dynowski," 2009)" y" por" lo" tanto," este" constituiría" el" primer" reporte" de" una" PIP" que" carece" de"
capacidad"para"el"transporte"de"agua"debido"a"una"mutación"de"uno"de"los"sitios"NPA."Por"último,"
debido" a" FaPIP2;1N228D" es" una" acuaporina" no" funcional," la" coSexpresión" de" esta"mutante" con"
FaPIP1;1"pone"de"manifiesto"la"actividad"de"FaPIP1;1"como"un"canal"de"agua."
De" acuerdo" con" nuestros" resultados," FaPIP2;1" o" FaPIP2;1N228D" y" FaPIP1;1" están" organizadas"
como"heterotetrámeros"donde"la"cantidad"que"se"forme"de"cada"tipo"dependerá"de"la"abundancia"
relativa"de"cada"monómero."Por"otra"parte"el"modelo" indica"que"FaPIP2;1"tiene"una"pf"diferente"
dependiendo"de"su"configuración" tetrámero."Si" se"encuentra" formando"un"heterotetrámero"con"
FaPIP1;1,"su"pf"será"el"doble"que"la"que"presenta"cuando"está"formando"un"homotetrámero."Estos"
datos"son" importantes,"ya"que"reconocen"por"vez"primera"un"papel"dual"para"FaPIP2;1."Es"decir"
que,"no" sólo"actúa"para"ayudar"FaPIP1;1"en" su" translocación"a" la"MP," sino" también"aumenta" su"
propia" pf" al" interaccionar" con" FaPIP1;1." Por" otra" parte," debido" a" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" tienen"
aproximadamente" la" misma" pf" cuando" forman" un" heterotetrámero," se" esperaría" que" cada"
heterotetrámero" tenga" igual" actividad" como" canal" de" agua" independientemente" de" su" arreglo"
estequiométrico.""
Finalmente," quisiéramos" destacar" que" es" importante" tener" en" cuenta" que" los" modelos"
matemáticos" siempre" están" construidos" sobre" supuestos" y" que" muchas" veces" estos" supuestos"
tienen"el"valor"de"hipótesis."Por"lo"tanto,"el"modelo"mismo"pasa"a"ser"una"hipótesis,"así"como"los"
resultados" que" se" obtengan" del"mismo." Es" posible" que" en" consecuencia," no" se" pueda" describir"
efectivamente" el" proceso" que" se" está" intentando" representar" pero" si" se" pueden" revelar" las"
inconsistencias" entre"nuestra" comprensión"del" sistema"y" las"observaciones"experimentales"para"
que"toda"esta" información"sirva"como"una"guía"valiosa"para"el"rediseño"de"experimentos."Desde"
este"punto"de"vista,"la"identificación"de"estas"incoherencias"es"productiva"para"la"modelización"ya"
que"puede"llevar"al"refinamiento"de"las"hipótesis"y"posteriormente"a" la"obtención"de"un"modelo"
mejorado" que" puede" ser" contrastado" con" experimentos" adicionales" (Ingalls," 2012)." En" nuestro"
caso,"el"hecho"de"que"se"hayan"planteado"diferentes"modelos"basados"en"supuestos"distintos,"y"
que" se" haya" elegido" el" mejor" de" ellos" para" extraer" conclusiones," nos" proporcionó" mucha"
información"acerca"del"sistema."En"este"marco,"es"posible"plantear"nuevos"experimentos"y"nuevos"
controles"para"enriquecer"aún"más"los"modelos"y"constatar"los"resultados"obtenidos"por"el"mismo,"
utilizando"menos"supuestos"o"más"resultados"experimentales."Se"podría"además"destacar"que"esta"
es"la"primera"vez"que"una"aproximación"de"estas"características"se"lleva"a"cabo"en"el"campo"de"las"
acuaporinas"vegetales,"por"lo"que"consideramos"que"de"por"si"es"una"propuesta"superadora."
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A" futuro," y" como" ejemplo," sería" interesante" disponer" de" una" técnica" robusta" para" medir"
diferencialmente" concentraciones" de" FaPIP1;1," FaPIP2;1" y" FaPIP2;1N228D" en" membrana"
plasmática,"de"manera"tal"de"refinar"los"supuestos"que"versan"sobre"la"expresión"de"proteínas"y"la"
llegada"a"membrana"plasmática"de"las"mismas.""
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Capítulo 4 
Mecanismos de regulación de PIPs 
* *
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4.1*Introducción*
Dentro" de" las" PIPs," el" gating" es" uno" de" los" mecanismos" de" regulación" más" estudiados."
Particularmente," los"estudios"de"apertura"y"cierre"de"estos"canales"vegetales"se"centraron"en"las"
PIP2,"principalmente"por"dos"motivos:"i)"como"se"expuso"en"el"Capítulo"1,"la"mayoría"de"las"PIP1"
fallan" en" expresarse" en" MP" en" sistemas" heterólogos," lo" que" complica" el" estudio" tanto" de" su"
actividad" como" de" su" regulación;" ii)" La" única" PIP" cristalizada" es" una" PIP2" (SoPIP2;1)" en" estados"
cerrado"y"abierto"y,"gracias"al"estudio"de"estos"cristales"se"pudo"inferir"sobre"el"mecanismo"por"el"
cual"se"producía"esta"apertura"y"cierre"del"canal"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."Si"bien"SoPIP2;1"
presentó"características"estructurales"muy"similares"a" las"de"otras"acuaporinas"cristalizadas"para"
ese"momento,"existe"una"particularidad"que"diferencia"a"las"PIPs"de"otras"familias"de"acuaporinas:"
la"extensión"de"su"loop"D"posee"un"número"mayor"de"residuos"aminoacídicos"que"en"general"son"
de"4"a"7"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."En"el"estado"cerrado,"este"loop"D"se"inserta"adentro"de"
la"cavidad"del"canal,"y"gracias"a"su"leucina"ubicada"en"la"posición"107"y"en"combinación"con"otros"
residuos," genera" una" barrera" hidrófoba" que" lo" bloquea" (Figura" 4.1)." Este"mecanismo" de" cierre,"
inicialmente" se" atribuyó" a" una" serie" de" interacciones" moleculares" que" permitían" explicar" la"
disminución" de" la" actividad" de" PIPs" ante" diferentes" estímulos" (disminución" del" pH" citosólico,"
aumento"de"la"concentración"de"Ca2+"intracelular"y"desfosforilación"de"Serinas"específicas).""
Figura* 4.1:* Estructura* de* SoPIP2;1* en* conformación* cerrada* (A)* y* abierta* (B).* Los" puntos" negros"
representan"las"zonas"accesibles"en"el"poro."El"recuadro"muestra"el"poro"cerca"de"la"región"de"interacción"
del"loop"D"caracterizado"por"Leu"197,"Pro"195"y"Val"194"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006).*
Un"ejemplo"de"estos"mecanismos" se"presenta"en" la" Figura"4.2." En"ella" se"muestra" la" estructura"
cerrada" de" SoPIP2;1" consecuencia" de" interacciones" formadas" por" la" unión" de" Ca2+" (ion" que" se"
postula" que" se" une" in* vivo)" a" un" sitio" específico." Esta" estructura," fue" obtenida" mediante" la"
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cristalización" de" SoPIP2;1" con" la" presencia" de" Cd2+" (en" lugar" de" Ca2+)" y" a" pH=8." El" catión" Cd2+"
(representado"en"amarillo)" se"encuentra" ligado"a"Asp28"y"Glu31." La" interacción" entre" la" cadena"
lateral"de"His193"y"Asp28"permite"que"la"Leucina"197"del" loop"D"se"introduzca"y"bloquee"el"poro"
(Figura"4.2B)." Ser115" también" cumple"un" rol" estabilizando" la" conformación" cerrada"mediante" la"
formación" de" un" puente" de" hidrógeno" con" Glu31." Por" otra" parte," a" pesar" de" que" no" se" puede"
apreciar"en" la"Figura," la"Ser274"del"monómero"vecino"estabilizaría"el" loop"D"en" la"conformación"
cerrada"mediante"la"formación"de"puentes"de"hidrógeno"con"nitrógenos"de"Pro199"y"Leu200"del"
loop" D" (TörnrothSHorsefield" et* al.," 2006)." El" calcio" divalente" (Ca2+)" actúa" como" modulador" de"
acuaporinas" tanto" de" plantas" como" de" animales" (Gerbeau" et* al.," 2002;" NémethSCahalan" et* al.,"
2004;" Alleva" et* al.," 2006;" Verdoucq" et* al.," 2008)." En" animales," como" en" el" caso" de" AQP0," la"
inhibición" por" Ca2+" demostró" encontrarse" mediada" por" calmodulina" (Kalman" et* al.," 2008)." En"
plantas," se" comprobó" la" inhibición" en" planta" entera" o" en" protoplastos" aislados" (Gerbeau"et* al.,"
2002;" Alleva" et* al.," 2006)," así" como" también" directamente" sobre" la" acuaporina" expresada"
heterólogamente" (Verdoucq" et* al.," 2008)." El" modelo" planteado" por" cristalografía" de" rayos" X" y"
dinámica"molecular"reafirma"la"importancia"de"la"unión"de"Ca2+"(u"otros"cationes"divalentes)"en"el"
mantenimiento"del"loop"D"en"estado"cerrado."
Figura* 4.2:* Estructura* de* SoPIP2;1* en* conformación* cerrada.* (A)" Se" encuentra" representado" el" Cd2+"
mediante"una"esfera"amarilla."(B)"Se"muestra"la"zona"de"interacción"de"la"histidina"193"no"protonada"con"los"
aminoácidos"del"NSterminal"y"cómo"el"catión"estabiliza"el"estado"cerrado"(Frick"et*al.,"2013)."
Como" se"mencionara," el" estímulo"más"estudiado"de"gating" de" las" PIPs" involucra" la" acidificación"
citosólica"y"que"se" relaciona"con" la"protonación"de"un"residuo"de"histidina"ubicado"en"el" loop"D"
(TournaireSRoux" et* al.," 2003)." Este" mecanismo" se" encuentra" representado" claramente" en" una"
estructura"de"SoPIP2;1"generada"más"recientemente" (Figura"4.3),"que" fue"realizada"a"pH=6"y"en"
ausencia" de" Cd2+." En" ella," SoPIP2;1" se" encuentra" en" estado" cerrado," pero" otras" son" las"
interacciones" que" la" mantienen," en" las" que" participa" la" His193" protonada." En" este" caso," la"
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interacción" entre"His193" y" el" loop" B"mediada"por" una"molécula" de" agua" es" la" que"parece" estar"
encargada"de"estabilizar"al" loop"D"en" la"conformación"cerrada."Otros"puentes"de"hidrógeno"que"
ayudan" a"mantener" esta" conformación" son" los" que" se" producen" entre" Gly94" y" Arg190" y" entre"
Asp191"y"Ser36."
Figura*4.3:*Estructura*de*SoPIP2;1*en*conformación*cerrada*a*pH=6*(A).*(B)"Interacciones"que"estabilizan"la"
conformación" cerrada." Los" puentes" de" hidrógeno" están" representados" en" líneas" punteadas." (C)"
Comparación"de"las"estructuras"cerradas"de"SoPIP2;1"a"pH=6"y"pH=8"(con"Cd2+)."La"estructura"a"pH"6"(rojo)"
se"muestra"superpuesta"a"la"estructura"a"pH"8"(verde)."La"esfera"amarilla"representa"el"Cd2+"de"la"estructura"
a"pH=8." En" la" estructura"a"pH=6,"His193" voltea"hacia"el" sitio"de"unión"de"Cd2+." (D)"Mapa"de"densidad"de"
electrones"que"muestra" la" interacción"entre" la"cadena" lateral"de"His193,"una"molécula"de"agua" (rojo)"y"el"
loop"B"(Frick"et*al.,"2013)."
Cabe"destacar"que"en"ambos"casos," los"modelos"fueron"sugeridos"a"partir"de"cristales"obtenidos"
en"donde"Ser115"y"Ser274"se"encontraban"desfosforiladas."Sin"embargo,"como"existían"evidencias"
previas" de" que" la" posibilidad" de" fosforilación" de" estos" residuos" podía" estar" modificando" la"
actividad"como"canal"de"agua"de"SoPIP2;1"(Johansson"et*al.,"1998)," los"autores"decidieron"inferir"
sobre"la"participación"de"los"mismos"en"el"gating*mediante"el"uso"de"dinámica"molecular"(Figura"
4.4)."
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Figura* 4.4:* Imágenes* tomadas* de* la* dinámica*molecular* simulada* de* SoPIP2;1* en* estado* fosforilado* y*
desfosforilado." (A)" SoPIP2;1" no" fosforilada" en" las" Serinas" 115" y" 274." Después" de" 10" ns" de" equilibrado" el"
sistema,"el"loop"D"(verde)"establece"una"unión"estable"con"el"NSterminal"a"partir"de"los"residuos"192S194"y"
Glu31."(B)"SoPIP2;1"fosforilada"en"las"Serinas"115"y"274."Después"de"los"15"ns"de"simulación"se"observa"un"
reordenamiento"de"los"residuos"que"coordinan"el"ion"Ca2+"(amarillo)"con"respecto"a"la"situación"observada&
en#A.#Al#sumarse#el#fosfato#de#la#Serina#121#a#la#coordinación,#el#ion#se#desplaza#4,7#A#̊#hacia#la#periferia#del#
tetrámero" en" todos" los"monómeros" de" la" acuaporina," dificultando" la" conexión" de" puentes" de" hidrógeno"
entre"el"loop"D"y"el"NSterminal"y"por"lo"tanto"rompiendo"el"anclaje"del"mismo."(C)"vista"frontal"y"(D)"lateral"
de" las"estructuras"del" loop"D"promedio"en" los"últimos"5"ns"de" las"simulaciones"de"SoPIP2;1"no"fosforilada"
(verde)," y" fosforilada" (naranja)" superpuestos" sobre" la" estructura" cristalina" del" canal" abierto" (azul)." Se"
observa"que"si"bien"la"amplitud"del"movimiento"del"loop"D"en"la"proteína"fosforilada"(naranja)"es"menor"que"
la"demostrada"por" la" acuaporina"en"estado"abierto," los" autores" sugieren"que" la" fosforilación"proporciona"
una"trayectoria"inicial"posible"hacia"la"conformación"de"cristal"abierta"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."
Las"dinámicas"mostradas" (Figura"4.4)" fueron"realizadas"sobre" la"estructura"cristalina"de"SoPIP2;1"
cristalizada" a" pH=8" con" presencia" de" Cd2+," es" decir," que" estarían"mostrando" la" influencia" de" la"
fosforilación" de" los" residuos" Ser115" Y" Ser274" sobre" el" gating" Ca2+" dependiente." Este" mismo"
proceso"no"fue"realizado"aún"para"el"cristal"de"SoPIP2;1"a"pH=6"en"ausencia"de"Cd2+,"por"lo"tanto,"
el"proceso"por"el"cual"la"fosforilación"de"estos"residuos"puede"influir"en"el"gating"por"disminución"
del"pH"citosólico"es"aún"terreno"desconocido.""
c d 
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A" pesar" de" que" todas" estas" evidencias" estructurales" obtenidas" por" análisis" de" cristales" aportan"
mucha" información" biofísica" de" la" naturaleza" de" los" estados" abiertos" y" cerrados," es" importante"
que" se" encuentren" complementadas" por" experimentos" funcionales" in* vitro." Además," los"
experimentos" in* vitro* pueden" ampliar" la" información," permitiendo" por" ejemplo" analizar" la"
preponderancia" de" algún" mecanismo" sobre" otro" y" la" importancia" fisiológica" de" cada" uno." Con"
respecto"a"esto,"el"efecto"de"la"acidificación"citosólica"sobre"el"gating"de"PIPs"es"el"estímulo"más"
estudiado"tanto"en"membranas"nativas"(Gerbeau"et*al.,"2002;"TournaireSRoux"et*al.,"2003;"Alleva"
et* al.," 2006;" Ehlert" et* al.," 2009)" como" en" acuaporinas" expresadas" heterólogamente" (TournaireS
Roux"et*al.,"2003;"Verdoucq"et*al.,"2008;"Fischer"&"Kaldenhoff,"2008;"Shelden"et*al.,"2009;"Bellati"et*
al.,"2010)."En"el"trabajo"TournaireSRoux"et*al.,"2003"se"identificó"la"Histidina"responsable"de"esta"
regulación"en"AtPIP2;2."Fisiológicamente,"se"hipotetizó"que"este"mecanismo"(disminución"del"pH"
citosólico)"se"activaría"por"la"anoxia"generada"durante"periodos"de"inundación"(TournaireSRoux"et*
al.,* 2003)." Existen" reportes" de" que" tanto" el" estrés" biótico" como" abiótico" pueden" causar" el"
descenso"del"pH"citosólico"(Sakano,"2001;"Katsuhara"et*al.,"1989)."Sin"embargo,"el"rol"fisiológico"de"
este"mecanismo"de"gating"se"encuentra"en"discusión"dado"que"la"disminución"del"pH"que"se"debe"
producir" (si" se" consideran" las" constantes" de" inhibición" medidas" en" membranas" nativas" y" en"
oocitos"de"Xenopus)"es"considerable"y"es"posible"que"no"sea"viable"en" las"células"nativas."En" los"
últimos" años," surgieron" evidencias" de" que" existen" microdominios" de" pH" dentro" de" las" células"
vegetales"(Martinière"et*al.,"2013)"y"por"lo"tanto"podrían"existir"zonas"donde"la"disminución"del"pH"
llegue" a" ser" suficiente" para" favorecer" PIPs" que" se" encuentren" mayoritariamente" en" el" estado"
cerrado."
Analizar" el" proceso" de" fosforilación" de" acuaporinas" como"mecanismo" regulatorio" es" un" trabajo"
más"complejo,"dado"que"los"efectos"que"tiene"la"fosforilación"de"ciertos"residuos"encontrados"en"
diferentes"acuaporinas"parecen"ser"mucho"más"diversos."Existen"casos"donde" la" fosforilación"de"
residuos"afectan"directamente"la"capacidad"de"transporte"del"canal,"aumentándola"(Johansson"et*
al.,"1998;"Van"Wilder"et*al.,"2008)"o"inhibiéndola"(Han"et*al.,"1998)"y"casos"en"donde"juega"un"rol"
en"la" localización"subcelular"de"la"acuaporina"modificada"(Takata"et*al.,"2008)."En"las"plantas," las"
CDPKs"parecen"ser"las"quinasas"predominantes"encargadas"de"la"fosforilación"de"acuaporinas"(Van"
Wilder"et*al.,"2008;" Johansson"et*al.,"1998;"Weaver"et*al.,"1991;"SjövallSLarsen"et*al.,"2006)."Una"
CDPK"típica"es"activada"por"un"aumento"en"la"concentración"de"Ca2+"libre."La"fosforilación"in*vivo*e"
in*vitro"ha"sido"demostrada"para"varios"residuos"de"Serina"de"acuaporinas,"especialmente"en" las"
regiones"NS" o"CS" terminal" (Van"Wilder"et* al.," 2008;" Santoni"et* al.," 2003;" Johansson"et* al.," 1996,"
1998;"Santoni"et*al.,"2006;"Miao"et*al.,"1992;"Weaver"&"Roberts,"1992;"Prak"et*al.,"2008)."
Con"respecto"a"los"estudios"in*vitro,"el"sistema"de"expresión"heteróloga"de"preferencia"es"oocitos"
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de" Xenopus." Las" dos" estrategias" más" utilizadas" en" este" sistema" consistieron" en:" i)" realizar"
mutaciones"de"los"residuos"fosforilables"de"Serina"o"Treonina"(intercambiando"por"ejemplo"Serina"
por"Alanina"para"simular"el"estado"desfosforilado"o"Serina"por"Glutámico"para"simular"el"estado"
fosforilado)"(AmezcuaSRomero"et*al.,"2010;"Van"Wilder"et*al.,"2008;"Temmei"et*al.,"2005;"Guenther"
et*al.,"2003);"ii)"utilizar"agonistas"o"antagonistas"de"quinasas"y"fosfatasas"para"estimular"o"inhibir"la"
fosforilación"de"los"residuos"(Van"Wilder"et*al.,"2008;"Maurel"et*al.,"1995;"Johansson"et*al.,"1998;"
AmezcuaSRomero" et* al.," 2010)." Sin" embargo," en" muchos" casos" es" difícil" obtener" información"
confiable"de"estos" sistemas"dado"que" la" fosforilación"puede"afectar" tanto"el" trafficking" como"el"
gating" de" las" mismas." Es" por" estas" razones" que" resulta" fundamental" realizar" estudios" de"
localización" que" acompañen" estos" ensayos." Otro" inconveniente," cuando" se" realiza" expresión"
heteróloga"es"que"el"sistema"propio"de"fosforilación"de"los"oocitos,"que"no"es"necesariamente"el"
mismo" que" presentan" las" plantas" u" otros" animales." Una" acuaporina" que" sea" naturalmente"
fosforilada" en" la" célula" vegetal" puede" ser" que" no" se" fosforile" en" el" oocito" y" viceversa." Otro"
problema"descripto"en"la"literatura"es"que"muchas"veces"las"mutaciones"puntuales"de"Serina"por"
Alanina," Glutámico" o" Aspártico" fallan" en" simular" el" estado" desfosforilado" y" fosforilado"
respectivamente"(Nyblom"et*al.,"2009)."
En"el"caso"de"las"PIP2,"varios"integrantes"de"la"familia"fueron"investigados"en"cuanto"a"los"efectos"
de" la"fosforilación"de"residuos"sobre"su"actividad,"tanto"en"cuanto"a"su"apertura/cierre"como"en"
cuanto"a"su"transporte"a"membrana"plasmática."Como"ya"se"dijo"antes,"la"fosforilación"de"Ser115"y"
Ser274"de"SoPIP2;1,"altamente"conservadas"en"la"familia"PIP"fue"propuesta"como"detonante"de"la"
apertura"de" las"mismas."En"el"primer"reporte"que"se"centra"en" la"regulación"por"fosforilación"de"
PIPs," se" comprueba" que" la" fosforilación" in* vivo" de" Ser274" de" SoPIP2;1" se" produce" en" forma"
dependiente"de"cambios"en"el"potencial"hídrico"del"apoplasto" (Johansson"et*al.," 1998)."Por"otra"
parte,"en"ese"trabajo"estudian"funcionalmente"a"las"mutantes"de"Serina"por"Alanina"de"todas"las"
Serinas" que" encaran" el" lado" citosólico" de" SoPIP2;1." Solo" ven" un" cambio" importante" en" la"
permeabilidad" con" las" mutantes" SoPIP2;1S115A" y" SoPIP2;1S115A/S274A." Cuando" prueban" un"
inhibidor" inespecífico"de"proteína"quinasas" (k252a" inhibe"entre"otras," PKA" y"PKC)"observan"que"
produce"una"disminución"de"la"permeabilidad"osmótica"en"oocitos"de"Xenopus,"y"cuando"prueban"
un"inhibidor"de"fosfatasas"(ácido"okadaico,"que"inhibe"proteína"fosfatasa"2A"y"en"menor"medida"
proteína" fosfatasa" 1)" observan" un" aumento" de" la" permeabilidad." La" mutante" SoPIP2;1S115A"
presenta"una"menor"permeabilidad"en"oocitos"de"Xenopus,"pero"es"insensible"a"k252a"y"por"otra"
parte," la" mutante" SoPIP2;1S274A" presenta" igual" permeabilidad" que" la"wt" pero" es" insensible" a"
ácido"okadaico."La"doble"mutante"presenta"una"mezcla"de"estos"dos"comportamientos"(Johansson"
et* al.," 1998)." Para" TgPIP2;2" y" ZmPIP2;1" se" observó" este" mismo" comportamiento" para" ambas"
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mutantes" (del" loop" B" y" el" C" terminal)" en" un" trabajo" donde" la" permeabilidad" fue" medida" en"
esferoplastos"de"Pichia*pastoris"(Azad"et*al.,"2008)"y"en"otro"en"que"el"ensayo"se"realizó"en"oocitos"
(Van"Wilder"et*al.,"2008)."En"otros"casos,"la"mutante"de"la"Serina"del"loop"B"por"Alanina"(S115A"en"
SoPIP2;1)"no"aumentó"la"permeabilidad"de"oocitos"de"Xenopus"ni"para"NtPIP2;1"ni"para"McPIP2;1,"
aún"cuando"en"ambos"trabajos"concluyeron"que"se"encontraba"en"la"membrana"plasmática"de"los"
oocitos"(Fischer"&"Kaldenhoff,"2008;"AmezcuaSRomero"et*al.,"2010)."Cuando"se"intentaron"realizar"
mutantes" de" estos" residuos" intercambiándolos" por" Glutámico," no" se" obtuvieron" resultados" que"
imiten"el"comportamiento"esperado"para"el"residuo"fosforilado"(Van"Wilder"et*al.,"2008,"Nyblom"
et*al.,"2009)."Paralelamente"a"los"estudios"funcionales,"se"identificaron"las"quinasas"responsables"
de"la"fosforilación"de"estos"sitios"(Serina"115"y"Serina"274)"en"SoPIP2;1."La"quinasa"que"actúa"en"la"
Serina"274"está"unida"a"la"membrana"plasmática"y"pertenece"al"grupo"CDPK."La"quinasa"que"actúa"
sobre" el" sitio" Serina" 115" es" una"quinasa" soluble" y" posee" sitio" de" reconocimiento" típico"de"PKA,"
CDPK" o" PKC" (SjövallSLarsen" et* al.," 2006)." Con" todo" esto," existen" evidencias" fuertes," de" que" la"
Serina"del"loop"B"(Ser115"en"SoPIP2;1)"influye"en"la"respuesta"en"la"apertura"o"cierre"de"las"PIP2."
La" fosforilación" de" la" Serina" del" CSterminal" (Ser274" en" SoPIP2;1)" sería" importante" solo" en"
conjugación" con" la" fosforilación" anterior" para" evitar" que" el" monómero" vecino" adopte" la"
conformación"de"canal"cerrado"(TörnrothSHorsefield"et*al.,"2006)."
En"el"caso"de"las"PIP1"existen"muy"pocas"evidencias"acerca"de"los"mecanismos"que"podrían"influir"
en"el"gating"de"la"misma."Para"empezar,"a"la"fecha,"no"se"dispone"de"una"estructura"cristalográfica"
definida"de"ningún"integrante"de"la"subfamilia,"con"lo"cual"la"mecanística"de"su"cierre"y"las"causas"
no"están"esclarecidas." En"varias"ocasiones" se"asumió"que" su" funcionamiento"es" similar"al"de" las"
PIP2."La"inhibición"por"acidificación"citosólica"fue"observada"para"AtPIP1;2"mediante"su"expresión"
en"oocitos"de"Xenopus"en"el"mismo"momento"en"que"se"describió"para"la"primera"PIP2"(AtPIP2;2)."
Sin"embargo,"la"dificultad"que"presentan"la"gran"mayoría"de"las"PIP1"(desarrollado"en"el"Capítulo"1)"
en" llegar"a" la"membrana"plasmática"cuando"son"expresadas"en"oocitos"de"Xenopus,"no"permitió"
que"se"encuentren"más"evidencias"que"soporten"este"resultado."En"los"últimos"años"se"comenzó"a"
estudiar" cómo" el" mecanismo" de" heterotetramerización" entre" PIP1" y" PIP2" podría" afectar" la"
sensibilidad" de" una" membrana" que" coSexpresa" PIPs" al" pH" citosólico" (Bellati" et* al.," 2010;"
Jozefkowicz"et* al.," 2013)." Sin" embargo," todavía"no"es" clara" la" participación"de" las" PIP1"en"estos"
procesos."Por"otra"parte,"se"investigó"también"para"un"miembro"de"la"subfamilia"PIP1"de"Mimosa*
pudica:"MpPIP1;1"analizando"en"particular"si"la"posibilidad"de"fosforilarse"en"sus"residuos"Ser131"y"
Ser209"afectaban"el"incremento"de"la"Pf"que"se"produce"cuando"se"coSexpresa"junto"con"MpPIP2;1"
(Temmei"et*al.,"2005)."En"este"caso,"la"interacción"funcional"se"evidenció"para"la"coSexpresión"de"
MpPIP1;1S209A"y"MpPIP2;1,"de"la"misma"manera"que"se"observó"para"las"coSexpresión"de"las"dos"
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proteínas" wt," pero" no" fue" posible" evidenciarlo" para" la" coSexpresión" de" MpPIP1;1S131A" y"
MpPIP2;1." Con" respecto" a" este" último" resultado," es" posible" que" MpPIP1;1S131A" sea" una"
acuaporina"no" funcional"al" igual"que" lo"que"se" registró"para"algunas"PIP2" (Fischer"&"Kaldenhoff,"
2008;"AmezcuaSRomero"et*al.," 2010)." Siendo"un"único" reporte," no"queda" clara" la"posibilidad"de"
que"la"fosforilación"de"este"residuo"participe"en"la"sensibilidad"al"gating"para"las"PIP1.""
Este" capítulo," en" primer" lugar" se" profundizará" sobre" la" inhibición" por" acidificación" citosólica" de"
FaPIP2;1" y" de" FaPIP1;1." Además," se" investigarán" los" efectos" de" la" capacidad" de" fosforilarse" del"
residuo"Ser121"de"FaPIP2;1"y"Ser131"de"FaPIP1;1"sobre"la"sensibilidad"del"gating*por"cambios"en"el"
pH"citosólico."De"esta"manera,"se"estudiará"como"estos"mecanismos"de"regulación"dialogan"con"la"
interacción"que"se"produce"entre"PIP1"y"PIP2,"obteniendo"un"panorama"más"global"de"cómo"se"
interconectan" los" diferentes"mecanismos" de" regulación" para" dar" una" respuesta" final" de"Pf* y" su"
modificación"ante"cambios"en"el"entorno.""
4.2*Objetivos*
• Caracterizar" la" respuesta" de" gating" de" FaPIP2;1" y" de" FaPIP1;1" ante" cambios" de" pH"
citosólico.""
• Estudiar"si"la"reducción"de"la"permeabilidad"al"agua"a"través"del"poro,"como"consecuencia"
de"la"acidificación"citosólica,"depende"de"una"acción"individual"o"conjunta"de"subtipos"de"
acuaporinas."Se"espera"investigar"de"esta"manera"la" interrelación"entre"el"gating"de"PIPs"
producido"por"modificación"del"pH"citosólico"y"la"heterotetramerización"PIP1SPIP2.""
• Generar"mutantes"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"para"establecer"si"la"posibilidad"de"fosforilación"
del" residuo"Serina" localizado"en"el" loop"B" (Ser121"para"FaPIP2;1"y"Ser131"para"FaPIP1;1)"
influye"en"la"respuesta"de"gating"ante"acidificación"citosólica."
* *
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4.3*Metodología*
Para* los* experimentos* realizados* en* este* Capítulo* se* utilizaron* protocolos* y* construcciones*
plasmídicas*ya*descriptos*en*el*Capítulo"2.*Por*este*motivo*en*esta*Sección*solo*se*detallarán* las*
técnicas* no* descriptas,* referidas* a* las* construcciones* que* competen* a* los* experimentos* de* este*
Capítulo*y*a*los*detalles*de*algunas*técnicas*diferentes*con*respecto*a*las*ya*expuestas."
4.3.1*Mutagénesis*
Las" mutantes" FaPIP2;1S121A," FaPIP2;1S121ASEYFP" y" FaPIP1;1S131A" se" realizaron" utilizando" el"
protocolo"descripto"en" la" sección"2.3.2"Mutagenesis."Para"generar" la"mutante"FaPIP2;1S121A"se"
partió" del" plásmido" pT7Ts" que" contenía" la" secuencia" de" FaPIP2;1." Para" generar" la" mutante"
FaPIP2;1S121ASEYFP" se" partió" del" plásmido" pT7Ts" que" contenía" la" secuencia" de" FaPIP2;1SEYFP."
Para"generar"la"mutante"FaPIP1;1S131A"se"partió"del"plásmido"pT7Ts"que"contenía"la"secuencia"de"
FaPIP1;1." Los" primers" utilizados" se" presentan" en" la" Tabla" 4.3.1" fueron" enviados" a" sintetizar"
comercialmente"(Tecnolab"SA,"Argentina)"
Tabla*4.3.1*Primers*utilizados*para*generar*las*mutantes*FaPIP2;1S121A*y*FaPIP1;1S131A*
Primer& Secuencia!5´"3´! Tm!(ºC)! %GC!FaPIP2;1S121A!Foward! GTTCTTGGCTCGGAAGGTGGCATTGGTCCGAGCTGTGATG! 78,1! 57,50!FaPIP2;1S121A!Reverse! CATCACAGCTCGGACCAATGCCACCTTCCGAGCCAAGAAC! 78,1! 57,50!FaPIP1;1S131A!Foward! CTTTTCTTAGCCAGGAAGCTGGCCTTGACTAGGGCGGTGTTC! 86,0! 54,76!FaPIP1;1S131A!Reverse! GAACACCGCCCTAGTCAAGGCCAGCTTCCTGGCTAAGAAAAG! 86,0! 54,76!
"
4.3.2*Síntesis*de*ARNc*
La"misma" se" realizó" utilizando" la" técnica" ya" descripta" en" la" sección" 2.3.5" Síntesis" de" ARNc." Las"
enzimas" de" restricción" y" los" protocolos" utilizados" para" linealizar" cada" construcción" previo" a" la"
síntesis"se"detallan"en"la"Tabla"4.3.2."
Tabla*4.3.2*Protocolos*de*digestión*por*enzimas*de*restricción*utilizados*para*la*linealización*del*
vector.*
Construcción" Enzima"de"Digestión" Tiempo"(h)"
FaPIP1;1S131A" PstI" 12"
FaPIP2;1S121A" EcoRI" 4"
FaPIP2;1S121ASEYFP" Xba"I" 4"
"
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4.3.3*Modificación*del*pH*interno*(pHi)*de*los*oocitos*
El"pH"interno"(pHI)"de"los"oocitos"fue"modificado"según"el"protocolo"descripto"en"Tournaire"Roux"
et* al.," 2003." Los" oocitos" fueron" incubados" por" 15" minutos" en" soluciones" de" acetato" de" sodio"
preparadas" a" diferentes" pH" previo" a" la"medición" de"Pf." Las" soluciones" cuyo" intervalo" de" pH" se"
encontraba" entre" 5.8" y" 6.8" se" prepararon" de" la" siguiente" forma:" 50" mM" NaAc," 20" mM" MES,"
suplementadas"con"1"M"de"manitol"para"ajustar" la"osmolaridad"a"valores"200±10"mOsmol"kgS1"y"
ajustadas" al" pH" final" deseado" con"NaOH." Por" otra" parte," las" soluciones" cuyo" pH" se" encontraba"
entre"6.8"y"7.6"se"prepararon"de"la"siguiente"forma:"50"mM"NaAc,"20"mM"HEPES,"suplementadas"
con"1"M"de"manitol"para"ajustar" la"osmolaridad"a"valores"200±10"mOsmol"kgS1y"ajustadas"al"pH"
final"deseado"con"NaOH."Todas"las"soluciones"fueron"preparadas,"fraccionadas"y"congeladas"hasta"
el"momento"de"su"utilización."El"día"del"experimento,"se"procedió"a"medir"el"pH"de"las"mismas"a"la"
temperatura" del" laboratorio" utilizando" un" electrodo." Dado" que" los" oocitos" poseen" un" sistema"
endógeno" de" regulación" del" pH" citosólico," el" pH" de" las" soluciones" produce" una" caída" del" pH"
interno" del" oocito" limitada" por" este" sistema." Para" determinar" el" pH" interno" de" los" oocitos"
expuestos" un" determinado" intervalo" de" tiempo" a" estas" soluciones," se" utilizó" una" curva" de"
calibración"realizada"previamente"en"el"laboratorio"(Bellati"et*al.,"2010)"que"fue"presentada"en"la"
tesis" del" Dr." Jorge" Bellati." Esta" curva" fue" realizada" utilizando" un" microscopio" invertido" de"
epifluorescencia" y" un" indicador" fluorescente" BCECF" cuyo" patrón" de" fluorescencia" es" pH"
dependiente."Así"se"estableció"una"relación"entre"el"pHi"alcanzado"y"el"pHe"utilizando"oocitos"de"
diferentes"aislamientos,"llegando"a"la"siguiente"curva"de"calibración:"pHi"="0,4744"pHe"+"3,593"(R²"="
0,9849)."Cada"experimento"de"inhibición"de"la"Pf"por"cambio"de"pH"interno"consta"de"7S15"oocitos"
para" cada" solución" de" diferente" pH." Se" realizaron" al" menos" tres" experimentos" para" cada"
tratamiento."Como"control,"en"el"laboratorio"ya"se"había"probado"que"el"cambio"de"pH"interno"de"
los"oocitos"no"produce"variaciones"significativas"de"la"Pf"de"los"oocitos"no"inyectados"o"inyectados"
con"agua"(Bellati"et*al.,"2010;"Jozefkowicz"et*al.,"2013).""
4.3.4*Ajuste*de*ecuaciones*a*resultados*experimentales*
Los"valores"de"pHi" fueron"convertidos"a"valores"de"concentración"de"protones"y"se"ajustaron" los"
resultados"de"inhibición"de"la"Pf"utilizando"la"siguiente"ecuación:"
!! != ! !!!"#!!!!"# !! !"#!(!!!!! !! !"#!) + !!!min" " Ecuación"1"
donde,""
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!!" " coeficiente"de"permeabilidad"osmótica"promedio"de"los"oocitos"H! !"#"" concentración"citosólica"de"protones"!!MAX"" parámetro"de"ajuste"que"representa"la"Pf"máxima"alcanzada"!!min" " parámetro"de"ajuste"que"representa"la"Pf"mínima"alcanzada"K!" parámetro"de"ajuste"que" representa" la"concentración"citóslica"de"protones"en" la"
que"se"alcanza"el"efecto"de"inhibición"medio.""h" " parámetro"de"ajuste"correspondiente"al"h"de"Hill"
"
" *
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4.4*Resultados*
El"efecto"de"la"acidificación"citosólica"sobre"las"acuaporinas"de"Fragaria*x*ananassa"utilizadas"en"
esta" Tesis" doctoral" cuenta" con" información" de" estudios" previos" realizados" en" el" laboratorio." En"
trabajos"anteriores,"se"había"demostrado"que"la"acidificación"citosólica"de"oocitos"que"expresaban"
FaPIP2;1" o" que" coSexpresaban" FaPIP2;1" y" FaPIP1;1" provocaba" una" reducción" en" la" Pf" de" su"
membrana"plasmática"(Alleva"et*al.,"2010)."También"se"había"indagado"sobre"la"dependencia"de"la"
Pf" de" la" membrana" en" función" del" pH" citosólico" tanto" para" oocitos" inyectados" con" ARNc" de"
FaPIP2;1" como"para"oocitos" coSinyectados" con"ARNc"de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" en"una" relación"de"
masas"de"3:1."De"esta"manera,"ajustando" los"valores"a" curvas," se"observó"un"corrimiento"a"pHs"
alcalinos"del"pH"donde"se"producía"la"inhibición"media"para"la"coSexpresión"FaPIP1;1:FaPIP2;1"con"
respecto"al"observado"para"FaPIP2;1"(Tesis"Doctoral"de"Mercedes"Marquez).""
Figura*4.5:*Respuesta*inhibitoria*sobre*la*Pf*de*oocitos*que*expresan*FaPIP2;1*o*que*coDexpresan*FaPIP1;1*
con*FaPIP2;1*en*diferentes*proporciones*desencadenada*por*la*acidificación*citosólica.*(A)"Curvas"de"Pf"en"
función" de" [H+]" para" oocitos" inyectados" con" ARNc" de" FaPIP2;1" y" oocitos" coSinyectados" con" ARNc" de"
FaPIP1;1y"FaPIP2;1"en"relaciones"de"masa"1:1,"2:1;"3:1."La"cantidad"de"ARNc"se"representa"entre"paréntesis"
con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en" la"que"1"equivale"a"1,25"ng"de"ARNc." Los"puntos"del" gráfico" son"
valores"experimentales"de"permeabilidad"para"cada"pH"(Pf"media"±"SEM)."Los"datos"se"ajustaron"a"una"curva"
dosisSrespuesta" sigmoidea" alostérica." (B)" Para" cada" KI" ([H
+]" en" el" que" se" produce" la" mitad" del" efecto"
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máximo),"un"valor"de"EC50" se" calculó"utilizando"EC50"=SlogKI." Se"muestra"el" valor"de"EC50"medio"para" cada"
tratamiento"(EC50"±"SEM,"n"="3S5)."(C)"Promedio"de"los"valores"de"ajuste"(PfMAXSPf"min)"obtenidos"para"cada"
relación"de"masa"de"ARNc"ensayada"((PfMAXSPf"min)"±"SEM,"n"="3S5)"
En" esta" Tesis," indagamos" sobre" el" cambio" de" respuesta" que" se" produce" cuando" se" encuentra"
FaPIP2;1" en" la" membrana" (curva" negra)" con" respecto" a" la" situación" en" que" se" encuentra" coS
expresada"junto"con"FaPIP1;1"utilizando"varias"relaciones"de"masa"de"ARNc"inyectado."En"la"Figura"
4.5B"se"presentan"los"valores"de"EC50"(pH"en"donde"se"produce"una"reducción"de"la"permeabilidad"
del" 50%)" obtenidos" a" partir" de" los" valores" de" KI" ajustados" para" 3S5" réplicas" de" las" curvas"
experimentales"presentada"en"la"Figura"4.5A."Se"observa"que"el"corrimiento"del"valor"de"EC50"es"de"
aproximadamente"0,1"en"valores"de"pH"cuando"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"se"encuentran"coSexpresadas"
con"respecto"a"la"situación"en"donde"solo"se"expresa"FaPIP2;1."Las"curvas"sigmoideas"indican"que"
el" comportamiento" de" dicha" inhibición" es" cooperativo," es" decir" que" el" cierre" de" un"monómero"
puede"aumentar"o"disminuir" la"probabilidad"que" tienen" los"otros"monómeros"que"componen"el"
tetrámero" de" abrirse" o" cerrarse." Dado" que" la" inhibición" para" la" interacción" FaPIP1;1SFaPIP2;1"
otorgó" un" comportamiento" diferente" que" la" demostrada" por" expresar" solo" FaPIP2;1," nos"
preguntamos" si" el" comportamiento" variaría" al" coSexpresar" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" en" diferentes"
proporciones" de" masa." La" Figura" 4.5A" muestra" curvas" experimentales" realizadas" variando" las"
proporciones"en"las"que"fue"inyectado"el"ARNc"de"la"combinación"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"(1:1,"2:1"
y"3:1)."Se"observa"que"las"tres"proporciones"no"presentaron"diferencias"significativas"ni"su"EC50"ni"
en"la"amplitud"de"Pf"mostrada"(PfMAXSPfmin)"(Figura"4.5B"y"C).""
La" respuesta" observada" cuando" ambas" acuaporinas" se" encuentran" coSexpresadas" en" la" misma"
membrana"estaría"dada"por" la"sensibilidad"al"gating"provocado"por"acidificación"citosólica" tanto"
de"FaPIP1;1"como"de"FaPIP2;1."Para"analizar"la"contribución"de"FaPIP1;1"cuando"se"encuentra"coS
expresada"junto"con"FaPIP2;1"se"realizaron"curvas"de"Pf"en"función"de"[H+]"utilizando"las"mismas"
proporciones"que"en"los"experimentos"anteriores"(1:1,"2:1,"3:1),"pero"reemplazando"FaPIP2;1"wt"
por"FaPIP2;1N228D"(Figura"4.6A)."Según"los"resultados"obtenidos"en"el"Capítulo"3,"FaPIP2;1N228D"
se"encuentra"cerrada"y"no"permite"el"pasaje"de"agua,"por"lo"tanto,"éste"experimento"evidenciaría"
la"sensibilidad"del"gating"de"FaPIP1;1"cuando"se"encuentra"formando"heterotetrámeros"con"una"
PIP2.""
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Figura*4.6:*Respuesta*inhibitoria*sobre*la*Pf*de*oocitos*inyectados*con*ARNc*de*FaPIP1;1*y*FaPIP2;1N228D*
en*diferentes*proporciones.*Curvas"de"Pf"en"función"de"la"concentración"citosólica"de"protones"([H
+])"para"
oocitos" coSinyectados" con" ARNc" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1N228D" en" relaciones" de" masa" 1:1," 2:1;" 3:1." La"
cantidad" de" cRNA" está" representada" entre" paréntesis" con" una" unidad" arbitraria" de" medida" en" la" que" 1"
equivale"a"1,25"ng"de"ARNc."Los"puntos"son"valores" representativos"obtenidos"a"partir"del"mismo" lote"de"
oocitos"(Pf"media"±"SEM)."Los"datos"se"ajustaron"a"una"curva"dosisSrespuesta"sigmoidea"alostérica."(B)"Para"
cada"KI"([H
+]"en"el"que"se"produce"la"mitad"del"efecto"máximo),"un"valor"de"EC50"se"calculó"utilizando"EC50"=S
logKI."Se"muestra"el"valor"de"EC50"medio"para"cada"tratamiento"(EC50"±"SEM,"n"="3S5)."Los"EC50"obtenidos"para"
las" tres" proporciones" (1:1," 2:2," 3:1)" no" son" significativamente" diferentes." (C)" Promedio" de" los" valores" de"
ajuste"(PfMAXSPf"min)"obtenidos"para"cada"relación"de"masa"de"ARNc"ensayada"((PfMAXSPf"min)"±"SEM,"n"="
3S5)"
En" la" Figura" 4.6A" se"muestran" curvas" de"Pf" en" función" de" [H+]" para" las" diferentes" proporciones"
inyectadas"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1N228D."En"la"Figura"4.6B"se"observa"que"así"como"ocurría"para"la"
combinación" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1," no" hay" diferencias" significativas" entre" las" diferentes"
proporciones." Sin"embargo,"era"más"esperable"que"ocurra"esto"en"este" caso,"dado"que" la"única"
acuaporina" capaz" de" transportar" agua" y" por" lo" tanto" con" capacidad" de" inhibir" su" actividad" es"
FaPIP1;1."Así"como"observamos"en"la"Figura"2.10,"en"este"caso"también"al"aumentar"la"cantidad"de"
FaPIP1;1"inyectada"se"observa"el"aumento"de"la"permeabilidad"máxima"obtenida."Con"respecto"a"
los"valores"de"EC50,"si"se"comparan"los"resultados"de"cada"proporción"con"su"equivalente"para"la"
coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1,"tampoco"observamos"diferencias"significativas"(Figura"4.5B"y"
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Figura"4.6B)."Sin"embargo,"si"se"comparan"estos"valores"con"el"EC50"obtenido"para"FaPIP2;1,"si"se"
observan" diferencias," lo" que" estaría" indicando" que" FaPIP1;1" presenta" mayor" sensibilidad" a" los"
cambios"de"pH"citosólico"que"FaPIP2;1."
Como"se"describió"en"la"introducción,"existe"un"mecanismo"de"gating"postulado"para"SoPIP2;1"(la"
única"representante"de"las"PIPs"que"se"encuentra"cristalizada)"que"se"produciría"por"la"presencia"
de"alguno"de"los"tres"estímulos"descriptos:"acidificación"citosólica,"aumento"del"calcio"intracelular"
o"desfosforilación"de"Serinas"específicas."Los"estudios"realizados"sobre"esta"acuaporina,"como"ya"
se" mencionara" antes," fueron" hechos" a" partir" de" estructuras" cristalográficas" y" simulaciones" de"
dinámica"molecular"y"no"permitieron"ver"si"existía"una" interrelación"entre"estos"mecanismos."Es"
decir," que" si" bien" se" postuló" la" posibilidad" de" una" interacción" entre" ellos" (supuesto" de" que" la"
presencia" de" alguno" de" ellos" hace" que" el"gating" producido" por" el" otro" se" vea"más" favorecido),"
hasta"la"fecha"no"existían"evidencias"experimentales"ni"a"favor"ni"en"contra"de"ese"proceso."Es"por"
ello" que" disponiendo" de" un" parámetro" medible" que" permite" estipular" la" sensibilidad" a" la"
acidificación"citosólica"de"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1,"decidimos"investigar"si"la"fosforilación"de"la"Serina"
del"loop"B"incidía"sobre"dicho"parámetro."Elegimos"la"Serina"equivalente"a"Ser115"de"SoPIP2;1"por"
ser" la" que" manifiesta" evidencias" fuertes" de" que" su" fosforilación" afecta" la" actividad" medida" en"
oocitos"de"Xenopus"para"varias"PIP2."En"segundo" lugar,"esta"Serina"se"encuentra"conservada"en"
todas" las" PIP1" y" las" PIP2," mientras" que" la" Serina" equivalente" a" la" Ser274" de" SoPIP2;1" solo" se"
encuentra" conservada" en" algunas" PIP2." La" estrategia" utilizada" fue" generar" una" mutante" de"
FaPIP2;1" que" no" pueda" fosforilarse" en" ese" residuo," para" lo" cual" se" generó" FaPIP2;1S121A"
realizando" la" mutación" por" Alanina." Junto" con" ella," se" realizó" la" misma" mutación" en" la"
construcción"que"poseía"la"marca"fluorescente"EYFP"y"se"generó"FaPIP2;1S121ASEYFP.""
"
*
*
*
*
*
*
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Figura*4.7:*Pf*y*localización*celular*de*la*mutante*FaPIP2;1S121A*cuando*es*sobreexpresada*en*oocitos*de*
Xenopus.*(A)"Valores"de"Pf"medidos"para"la"mutante"inyectada"usando"tres"masas"de"ARNc"diferentes"(1,25"
ng,"5,00"ng"y"10,00"ng"de"ARNc" inyectados"por"oocito)." Se"utilizaron"oocitos"No" inyectados" (NI)"y"oocitos"
inyectados"con"1,25"ng"de"FaPIP2;1"como"control."Los"datos"se"expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"
SEM,"n"="8S12)."(BSC)"Localización"subcelular"de"FaPIP2;1S121ASEYFP." Imágenes"confocales"(xSz)"de"oocitos"
de"Xenopus* laevis" que"expresan"FaPIP2;1S121ASEYFP," inyectados"previamente" con"TMRSdextran" (rojo)." La"
superficie"de"oocitos"se"encuentra"a"la"derecha"de"cada"cuadro"de"imagen,"y"el"interior"del"oocito"está"a"la"
izquierda."El"recuadro"muestra"una"ampliación"de"la"sección"cuadrada"indicada."(A)"Cuando"se"inyectan"2,5"
ng" de" FaPIP2;1S121ASEYFP" se" localiza" principalmente" en" estructuras" intracelulares." (B)" Si" se" aumenta" la"
masa"de"ARNc" inyectada" a" 10"ng"por"oocito," se" evidencia" su"presencia" en"MP" sin"dejar" de" localizarse"en"
parte"en"estructuras"intracelulares."
En" la" Figura"4.7A" se"muestra" la"Pf"medida"en"oocitos"de"Xenopus"para"dos"masas"diferentes"de"
FaPIP2;1S121A"comparadas"con"la"Pf"otorgada"por"1,25"ng"de"FaPIP2;1"en"el"mismo"experimento."
Se" observa" que" cuando" se" inyectan" 1,25" ng" o" 5" ng" por" oocito," la" Pf" no" es" significativamente"
diferente" a" la" de" oocitos" no" inyectados" (p<0,05," n=10S15)." Sin" embargo," si" se" aumenta" la"masa"
inyectada" (10" ng)" se" aprecia" una" Pf" significativamente" diferente." Por" otra" parte," realizamos"
experimentos" de" localización" inyectando" a" los" oocitos" con" dos" masas" diferentes" de" ARNc" de"
FaPIP2;1S121ASEYFP." En" la" Figura" 4.7B" se" muestra" que" al" inyectar" 2,5" ng" de" ARNc" de"
FaPIP2;1S121ASEYFP"no"se"puede"apreciar"su"presencia"en"MP,"sin"embargo,"al"aumentar"la"masa"
inyectada"de"ARNc"a"10"ng,"la"marca"fluorescente"muestra"localización"en"MP"(Figura"4.7C)."Estos"
resultados" indican" que" la" baja" actividad" FaPIP2;1S121A" puede" estar" dada" por" su" dificultad" en"
llegar"a"membrana"plasmática,"no"pudiendo"establecer" claramente" si" la"mutación"cierra"o"no"el"
poro"de"la"acuaporina."Para"investigar"si"esta"dificultad"en"localizarse"en"MP"se"veía"modificada"al"
interaccionar" con" FaPIP2;1" wt," realizamos" experimentos" de" coSexpresión" de" FaPIP2;1S121A" y"
FaPIP2;1"para"medir"la"Pf"resultante"y"investigamos"la"localización"de"FaPIP2;1S121ASEYFP"cuando"
se"encuentra"coSexpresada"junto"con"FaPIP2;1"wt"que"dispone"de"la"capacidad"de"fosforilarse"en"
ese"residuo.""
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Figura*4.8:*Pf*y*localización*subcelular*de*FaPIP2;1S121A*cuando*se*encuentra*coDexpresada*con*FaPIP2;1.*
(A)" Se" muestra" un" experimento" representativo" de" al" menos" tres" experimentos" independientes." Las"
permeabilidades"de"oocitos" inyectados" con"1,25"ng" y"2,5"ng"de" FaPIP2;1" se"midieron"a"modo"de" control,"
para"comparar"con" los"valores"de"Pf"obtenidos"en" las"coSexpresiones"de"1,25"ng"de"FaPIP2;1"y"1,25"ng"de"
FaPIP2;1S121A." Los" datos" se" expresan" como" valores"medios" (media"Pf" ±" SEM," n" =" 8S12)." (B)" Localización"
subcelular" de" FaPIP2;1S121ASEYFP" coSexpresada" con" FaPIP2;1." Imagen" confocal" (xSz)" de" un" oocito" de"
Xenopus* laevis" que" expresa" FaPIP2;1S121ASEYFP" (verde)" junto" con" FaPIP2;1," inyectados" previamente" con"
TMRSdextran" (rojo)." La" superficie" del" oocito" se" encuentra" a" la" derecha" de" cada" cuadro" de" imagen," y" el"
interior"del"oocito"está"a"la"izquierda."El"recuadro"muestra"una"ampliación"de"la"sección"cuadrada"indicada."
FaPIP2;1S121ZASEYFP"se"localiza"en"MP"cuando"se"encuentra"coSexpresada"con"FaPIP2;1."*
La"Figura"4.8A"muestra"que"al"coSexpresar"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1S121A"(1,25"ng"+"1,25"ng"de"ARNc)"
la"Pf*observada"es"mayor"a"la"otorgada"por"la"inyección"de"1,25"ng"de"ARNc"de"FaPIP2;1"(P<0,05;"
IC:"95%"n"="10S15)"e"igual"a"la"otorgada"por"la"inyección"de"2,5"ng"de"FaPIP2;1"(P<0,05;"IC:"95%"n"="
10S15)." En" la" Figura" 4.8B" se" observa" que" FaPIP2;1S121ASEYFP" se" encuentra" totalmente" en"
membrana"cuando"es"coSexpresada"con"FaPIP2;1."Esto"demuestra"que"las"dificultades"en"llegar"a"
membrana" de" FaPIP2;1S121A" son" eliminadas" al" encontrarse" interaccionando" con" FaPIP2;1."
Además"parecería"que"la"permeabilidad"de"FaPIP2;1S121A"es"similar"a"la"de"la"wild*type"dado"que"
la"coSexpresión"de"esta"mutante"y"FaPIP2;1"en"iguales"cantidades"otorgan"la"misma"permeabilidad"
a"la"MP"que"cuando"se"inyecta"el"doble"de"ARNc"de"FaPIP2;1."
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Disponiendo"de"esta" información"sobre"FaPIP2;1S121A,"decidimos"estudiar"cómo"se"comportaba"
esta" acuaporina" expresada" en" oocitos" de" Xenopus" ante" la" acidificación" citosólica." Para" ello,"
realizamos"curvas"dosisSrespuesta"de"Pf" en" función"de" [H+]" como" la"que"se"muestra"en" la"Figura"
4.9A.""
Figura*4.9:*Respuesta* inhibitoria*sobre* la*Pf*de*oocitos*que*expresan*FaPIP2;1S121A.*(A)"Curvas"de"Pf"en"
función"de"[H+]"para"oocitos" inyectados"con"ARNc"de"FaPIP2;1S121A"y"oocitos"coSinyectados"con"ARNc"de"
FaPIP2;1."La"cantidad"de"ARNc"se"representa"entre"paréntesis"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"
1"equivale"a"1,25"ng"de"ARNc."Los"puntos"del"gráfico"son"valores"experimentales"de"permeabilidad"para"cada"
pH"(Pf"media"±"SEM)."Los"datos"se"ajustaron"a"una"curva"dosisSrespuesta"sigmoidea"alostérica."(B)"Para"cada"
KI"([H
+]"en"el"que"se"produce"la"mitad"del"efecto"máximo),"un"valor"de"EC50"se"calculó"utilizando"EC50"=SlogKI."
Se"muestra"el"valor"de"EC50"medio"para"cada"tratamiento"(EC50"±"SEM,"n"="3S5).*
Junto"con"ella,"se"muestra"una"curva"de"inhibición"para"oocitos"que"expresan"FaPIP2;1"de"manera"
tal"de"poder"comparar"los"perfiles."Se"observa"que,"por"lo"visto"anteriormente,"para"obtener"una"
permeabilidad" apreciable" utilizando" FaPIP2;1S121A," debimos" inyectar" a" los" oocitos" mayor"
cantidad" de" ARNc" que" la" cantidad" inyectada" de" ARNc" de" FaPIP2;1" (12,5" ng" contra" 1,25" ng)." La"
Figura" 4.9A"muestra" que" la" curva" de" inhibición" por" acidificación" citosólica" de" FaPIP2;1S121A" se"
encuentra"corrida"a"valores"de"concentración"de"protones"menores"que"los"que"se"observan"para"
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la" curva" presentada" de" FaPIP2;1." Dicho" efecto," se" puede" apreciar" en" la" Figura" 4.9B" donde" se"
calcularon"los"EC50"para"cada"KI"presentándose"el"EC50"de"FaPIP2;1S121A"aproximadamente"a"0,15"
unidades" de" pH" más" alcalino" que" para" FaPIP2;1." En" efecto," tanto" la" falta" de" la" Serina" en" esa"
posición,"como"la"imposibilidad"de"que"se"encuentre"fosforilada,"están"aumentando"la"sensibilidad"
de" FaPIP2;1" al" gating" producido" por" acidificación" citosólica" dado" que" se" produce" a" pH" más"
alcalino."
Para"estudiar"si"este"mismo"comportamiento"se"produce"también"en"FaPIP1;1,"decidimos"generar"
la"mutante"de"la"Serina"del"loop"B:"FaPIP1;1S131A."Disponiendo"de"ambas"mutantes,"investigamos"
el"efecto"sobre"la"permeabilidad"de"las"mismas"al"encontrarse"coSexpresadas"juntas"o"combinadas"
con"las"FaPIP"wt.""
Figura*4.10:*Pf* de*oocitos*que* coDexpresan* FaPIP1;1* y* FaPIP2;1* junto* con* las*mutantes*de* la* Serina*del*
loop* B* correspondientes.* La" masa" de" ARNc" inyectado" para" FaPIP1;1," FaPIP2;1," FaPIP2;1S121A" y"
FaPIP1;1S131A"se"representan"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"1"equivale"a"1,25"ng"de"ARNc."
En"el"experimento"se"compara"el"efecto"de"la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"con"FaPIP2;1S121A,"FaPIP1;1S131A"
con"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1S121A"con"FaPIP1;1S131A"con"respecto"a"la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1."Los"
datos"se"expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="8S12).*
En" la" Figura"4.10" se"muestra"uno"de" los" experimentos" realizados"para"medir" la"Pf" resultante"de"
oocitos"que"expresan"las"mutantes"solas"o"coSexpresadas."Se"observa"que"cuando"se"inyectan"1,25"
ng"por"oocito"de"cualquiera"de" las"mutantes"por"si"solas," la"Pf"no"es"significativamente"diferente"
que"la"de"los"NI."En"el"caso"de"FaPIP2;1S121A"ya"se"había"demostrado"que"a"esas"concentraciones,"
no" es" efectiva" su" llegada" a"MP." En" el" caso" de" FaPIP1;1S131A," es" de" esperar" que" no" llegue" a" la"
membrana"del"oocito,"manteniendo"el" comportamiento"que" tenía" la"acuaporina"wt" (Figura"2.2)."
Sin" embargo," cuando" se" coSexpresa" FaPIP2;1S121A" con" FaPIP1;1" se" observa" un" aumento" de" la"
permeabilidad" con" respecto" al" observado" para" cada" una" de" las" acuaporinas" expresadas" por" si"
solas." Es" de" esperarse" que" este" efecto" sea" similar" al" que" ocurría" cuando" se" coSexpresaba"
FaPIP2;1N228D"con"FaPIP1;1:"mientras"que"cuando"se"encontraban"solas"fallaban"en"llegar"a"MP,"
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la"coSexpresión"de"las"mismas"producía"heterotetrámeros"que"llegaban"a"MP"satisfactoriamente."
La"Pf"observada,"en"algunos"casos"fue"menor"y"en"otros"fue"no"significativamente"diferente"que"la"
producida" por" la" coSexpresión" de" las" dos" acuaporinas" wt." Con" respecto" a" la" coSexpresión" de"
FaPIP2;1"con"FaPIP1;1S131A,"ocurrió"lo"mismo"en"cuanto"a"la"comparación"con"la"coSexpresión"de"
las"dos"acuaporinas"wt."Sin"embargo,"siempre"se"observó"un"aumento"de"la"Pf"presentada"por"la"
coSexpresión"FaPIP2;1:FaPIP1;1S131A"con"respecto"a" la"observada"para" los"oocitos"que"expresan"
solo"FaPIP2;1"(p<0,05,"n=10S15),"lo"que"demostraría"que"las"mismas"efectivamente"se"encuentran"
interaccionando."Complementando"el" estudio"de" la" interacción"entre"FaPIP2;1S121A"y"FaPIP1;1,"
se"realizaron"experimentos"de"localización"en"oocitos"de"Xenopus"intercambiando"la"proteína"que"
llevó"la"marca"fluorescente,"de"manera"tal"de"ver"la"localización"de"ambas"cuando"se"encuentran"
coSexpresadas."La"Figura"4.11A"y"la"Figura"4.11B"muestra"que"ambas"se"encuentran"en"la"MP"del"
oocito"al"encontrarse"coSexpresadas."Estos"resultados"se"complementaron"con"medidas"de"Pf"de"
las" acuaporinas" fluorescentes" de" manera" tal" de" comprobar" su" correcta" funcionalidad" (Figura"
4.11C).""
*
Figura*4.11:*Localización*subcelular*de*FaPIP1;1*y*FaPIP2;1S121A*cuando*se*encuentran*coDexpresadas.*(AS
B)"Imágenes"confocales"(xSz)"de"fluorescencia"de"oocitos"de"Xenopus*laevis"que"expresan"(A)"FaPIP2;1S121AS
EYFP" (verde)" junto" con" FaPIP1;1" o" (B)" FaPIP1;1SEYFP" (verde)" junto" con" FaPIP2;1S121A," inyectados"
previamente" con" TMRSdextran" (rojo)." (A)" FaPIP2;1S121ASEYFP" se" localiza" en" la"membrana" plasmática" del"
Capítulo"4"
136"
oocito" cuando" se" encuentra" coSexpresada" con" FaPIP1;1." (B)" FaPIP1;1SEYFP" se" localiza" en" la" membrana"
plasmática" del" oocito" cuando" se" encuentra" coSexpresada" con" FaPIP2;1S121A." (C)" Control" de" la" Pf" para"
comprobar" funcionalidad" de" las" acuaporinas" fluorescentes." La" masa" de" ARNc" inyectado" para" cada"
acuaporina"está"representada"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"1"equivale"a"2,5"ng"de"ARNc"
por"oocito"en"el"caso"de"acuaporina"sin"marca" fluorescente"y"a"5"ng"de"ARNc"para"acuaporinas"marcadas"
fluorescentemente."Los"datos"se"expresan"como"valores"medios"(media"Pf"±"SEM,"n"="7S10).*
Se" procedió" a" evaluar" la" sensibilidad" del" gating" a" la" acidificación" citosólica" cuando" ambas"
mutantes"se"encuentran"coSexpresadas.""
Figura*4.12:*Respuesta* inhibitoria* sobre* la*Pf*de*oocitos*que*coDexpresan*FaPIP2;1S121A*con*FaPIP1;1*y*
FaPIP2;1* con* FaPIP1;1S131A.* (ASB)" Curvas" de" Pf" en" función" de" [H
+]." La" cantidad" de" ARNc" inyectado" por"
oocitos"se"representa"entre"paréntesis"con"una"unidad"arbitraria"de"medida"en"la"que"1"equivale"a"1,25"ng."
Los" puntos" del" gráfico" son" valores" experimentales" de" permeabilidad" para" cada" pH" (Pf"media" ±" SEM)." Los"
datos" se" ajustaron" a" una" curva" dosisSrespuesta" sigmoidea" alostérica." (C)" Para" cada" KI" ([H
+]" en" el" que" se"
produce"la"mitad"del"efecto"máximo),"un"valor"de"EC50"se"calculó"utilizando"EC50"=SlogKI."Se"muestra"el"valor"
de"EC50"medio"para"cada"tratamiento"(EC50"±"SEM,"n"="3S5)."El"valor"informado"para"FaPIP1;1:FaPIP2;1"3:1"es"
el"mismo"que"el"de"la"Figura"4.5B"y"se"corresponde"al"promedio"de"los"EC50"calculados"para"todas"las"curvas"
realizadas"con"ese"tratamiento."
La"Figura"4.12Ay" la"Figura"4.12B"muestran"curvas"representativas"para"ambas"coSexpresiones"de"
las" mutantes" comparadas" con" una" curva" de" coSexpresión" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1." En" la" Figura"
4.12C" se" presentan" los" EC50" calculados" para" cada" coSexpresión" a" partir" de" los" resultados" de" KI"
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obtenidos"por"4"curvas"en"el" caso"de"FaPIP1;1"coSexpresada"con"FaPIP2;1S121A"en"una" relación"
3:1"y"por"2"curvas"para"el"caso"de"FaPIP1;1S131A"coSexpresada"con"FaPIP2;1"y"comparados"con"el"
valor" de" EC50" para" la" coSexpresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1" en" una" relación" 3:1" ya" presentado" en" la"
Figura" 4.12B." El" EC50" de" FaPIP1;1:FaPIP2;1S121A" es" significativamente" mayor" al" de"
FaPIP1;1:FaPIP2;1" (p<0,05," n=3S5)." La" diferencia" entre" ellos," es" similar" a" la" que" ya" había" sido"
descripta"para"FaPIP2;1"y"FaPIP2;1S121A"cuando"se"encontraban"expresadas"solas."Por"otra"parte,"
el" EC50" de" FaPIP1;1S131A:FaPIP2;1," no" es" diferente" del" que" presenta" FaPIP1;1:FaPIP2;1." Esto"
último" fue" realizado" comparando" valores" de" EC50" calculados" para" curvas" de" la" coSexpresión"
FaPIP1;1S131A:FaPIP2;1" y" de" la" coSexpresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1" realizadas" en" el" mismo"
experimento.""
" "
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4.5*Discusión*
Los"efectos"de"los"cambios"de"pH"en"la"actividad"de"acuaporinas"se"estudiaron"en"varias"ocasiones"
para"varias"acuaporinas"animales"y"vegetales."Por"ejemplo,"para"AQP3"se"observó"una"disminución"
del"transporte"de"glicerol,"modificando"el"pH"externo"de"7,4"a"5,6"(Zeuthen"et*al.,"1999)."En"otro"
trabajo," se" observó" que" la" permeabilidad" de" AQP0" bovina" se" incrementó" al" acidificar" el" pH"
(NémethSCahalan"&"Hall,"2000)."Por"mutagénésis," se" identificaron" las"Histidinas" responsables"de"
esta" regulación" que" están" localizadas" en" los" loops" extracelulares" A" y" C" (NémethSCahalan" et* al.,"
2004)." Utilizando" esta" misma" estrategia," se" logró" inducir" sensibilidad" a" acidificación" o" a"
alcalinización"introduciendo"residuos"de"Histidina"en"las"posiciones"48"del"loop"A"y"130"del"loop"C"
de"AQP1."En"vegetales,"como"se"dijo"en"la"introducción"de"este"capítulo,"las"principales"estudiadas"
son"las"pertenecientes"a"la"familia"PIP"(TournaireSRoux"et*al.,*2003;"Verdoucq"et*al.,"2008;"Fischer"
&"Kaldenhoff,"2008;"Shelden"et*al.,"2009,"Bellati"et*al.,"2010)."
En"este"capítulo"se"ahondó"en" lo"que"respecta"al"gating*por"modificaciones"del"pH"citosólico"de"
dos"PIPs"pertenecientes"a"diferentes"subfamilias:"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1."En"primer"lugar,"en"la"Figura"
4.5A" se" describe" la" sensibilidad" de" FaPIP2;1" cuando" se" encuentra" en" la" membrana" formando"
homotetrámeros" ante"un" cambio"de" [H+]" citosólico." Es" posible" comparar" el" valor" del" parámetro"
que" se" utilizó" como" descriptor" de" la" sensibilidad" (EC50)" con" el" obtenido" para" otras" PIP2" de" la"
literatura." Cabe" destacar," que" el" EC50" depende" solo" de" la" sensibilidad" al" pH" de" las" acuaporinas"
expresadas"en" la"membrana"y"no"depende"de" la" cantidad"de"acuaporinas"presentes,"es"por"eso"
que" se"puede" considerar"utilizarlo" como"un"potente" criterio"de" caracterización." En"este" caso," el"
valor" obtenido" para" FaPIP2;1" fue" de" 6,50±0,02." Este" valor" es" similar" al" obtenido" para" BvPIP2;2"
(6,5)"(Bellati"et*al.,"2010)"y"BvPIP2;1"(6,41±0,05)"(Jozefkowicz"et*al.,"2013)."En"TournaireSRoux"(et*
al.," 2003)," si" bien" los" valores"no"están" ajustados" a"una" curva" sigmoidea," en" la" Figura"4A"de"ese"
trabajo"se"puede"apreciar"que"el"pH"de"inhibición"media"(EC50)"para"AtPIP2;2"es"aproximadamente"
de" 6,5." Mientras" que" para" AtPIP2;1" se" encuentra" reportado" un" valor" de" 7,15±0,15" obtenido"
midiendo" el" cambio" de" volumen" de" proteoliposomas" utilizando" la" técnica" de" Stopped* Flow"
(Verdoucq"et* al.," 2008)." En" los" casos" en"que" el" valor" EC50" fue" obtenido" como"en" esta" Tesis," i.e."
utilizando"cambio"de"volumen"de"oocitos"de"Xenopus"y"medición"del"pH"interno"utilizando"BCECF"
(TournaireSRoux"et*al.,"2003;"Bellati"et*al.,"2010;"Jozefkowicz"et*al.,"2013)"el"valor"se"encontró"en"el"
rango"6,4S6,5."AtPIP2;1"es"posible"posea"mayor"sensibilidad"a"protones"que"las"otras"PIP2"medidas"
y"que"su"cierre"se"produzca"a"pH"más"alcalino,"sin"embargo,"como"fue"investigado"por"otra"técnica,"
también" es" posible" que" esta" respuesta" se" vea" influida" por" la" misma." Con" respecto" a" esto," un"
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reporte" realizado" con" una" técnica" menos" sensible" (cambios" en" valores" de" turbidimetría" por"
modificaciones"del"volumen"de"esferoplastos)"(Azad"et*al.,"2009,"Figura"3)"muestra"que"el"sensado"
de"TgPIP2;1" y" TgPIP2;2"parecería" ser"más" cercano"al" valor" encontrado"para" las"PIP2"que" fueron"
medidas" en" oocitos." Si" el" pH" de" inhibición" media" para" las" PIP2" se" encuentra" a" valores" de" 6,5"
parecería"que"se"requerirían"descensos"bruscos"de"pH"en"las"células"vegetales"para"poder"inhibir"
satisfactoriamente" estas" acuaporinas." Sin" embargo," cuando" se" midió" la" respuesta" a" pH" de"MP"
aislada" tanto" de" remolacha" como" de" Arabidopsis" se" obtuvieron" valores" de" EC50"más" altos" (más"
cercanos"al"pH"fisiológico"de"una"célula"vegetal)"de"6,7"y"7,2"respectivamente"(Alleva"et*al.,"2006;"
Gerbeau" et* al.," 2002)." Esta" diferencia" entre" el" EC50" observado" para" algunas" PIP2" expresadas"
heterólogamente" y" el" EC50" de" las"MP" vegetales" puede" estar" dada"por" varios"motivos" que" serán"
discutidos" a" continuación." Algunos" de" ellos" fueron" abordados" experimentalmente" en" este"
capítulo."
1)"Presencia*de*diversas*acuaporinas*en*la*membrana*capaces*de*cambiar*su*permeabilidad*ante*
cambios* del* pH* citosólico.* Posibilidad* de* interacción* entre* las* mismas* que* modifique* su*
sensibilidad*a*la*respuesta.*
En" primer" lugar," en" las" membranas" plasmáticas" vegetales" se" encuentran" presentes" varias"
acuaporinas"que"pueden"o"no"ser"reguladas"ante"cambios"de"pH"citosólico"existiendo"además" la"
posibilidad"de"que"sus" sensibilidades" sean"diferentes." La" sensibilidad"de" la"Pf" de"una"membrana"
ante"cambios"de"pH"citosólico"dependerá"del"set"de"acuaporinas"que"posea"en"su"membrana."Con"
respecto" a" esto," en" la" Figura" 4.5" se" observa" que" al" coSexpresar" FaPIP2;1" y" FaPIP1;1," existe" un"
corrimiento"del"EC50"de"la"membrana"con"respecto"al"que"presentaba"la"expresión"de"FaPIP2;1,"sea"
cual" fuere" la" relación"de"masas"de"ARNc"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"probada" (3:1,"2:1"y"1:1)."Por" lo"
tanto," la" presencia" de" una" segunda" acuaporina" diferente" ya" produce" una" modificación" en" la"
sensibilidad"de"la"Pf"de"la"membrana."Sería"interesante,"desglosar"la"contribución"de"FaPIP1;1"y"de"
FaPIP2;1" a" la" respuesta" ante" los" cambios" de" pH" cuando" estas" se" encuentran" coSexpresadas." En"
esta"dirección," la"utilización"de" la"mutante"no" funcional"FaPIP2;1N228D"nos"permitió"conocer" la"
contribución" de" FaPIP1;1" a" la" sensibilidad" de" la"misma." En" la" Figura" 4.6" se" observan" las" curvas"
realizadas"para"oocitos" inyectados" con"diferentes"proporciones"de"masa"de"ARNc"de"FaPIP1;1" y"
FaPIP2;1N228D"(1:1,"2:1,"3:1)."Como"esperábamos,"el"EC50"no"varía"significativamente"entre"ellas"
(p<0,05,"n=3S5)"y"sí"lo"hace"la"Pf"máxima"alcanzada."Esto"se"debe"a"que"como"FaPIP2;1N228D"es"no"
funcional"para"el"transporte"de"agua,"al"variar"la"proporción"de"las"mismas,"sólo"se"está"variando"la"
cantidad"de"FaPIP1;1"que"llega"a"membrana,"siempre"acompañada"de"FaPIP2;1N228D,"de"acuerdo"
a" lo" propuesto" en" el" Capítulo" 2." El" EC50" asignado" es" entonces" característico" de" FaPIP1;1" coS
expresada"con"FaPIP2;1N228D"y"posee"un"valor"de"6,63±0,03"(resultado"obtenido"para"la"relación"
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FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D" 3:1)," por" lo" tanto," se" encuentra" corrido" 0,1" a" pH" más" alcalino" que"
FaPIP2;1" formando" un" homotetrámero." La" coSexpresión" de" diferentes" relaciones" de" masa" de"
FaPIP2;1" y" FaPIP1;1" y" la" medida" de" inhibición" por" acidificación" citosólica" (Figura" 4.5)" permite"
realizar" varias" interpretaciones" acerca" de" la" regulación" por" pH" de" cada" uno" de" los" posibles"
tetrámeros"que" se"pueden" formar"en"esa" situación." Por"un" lado," la" curva"obtenida"podría" estar"
representando" la" sumatoria" de" dos" curvas:" i)" la" resultante" de" presencia" del" homotetrámero" de"
FaPIP2;1"en"membrana;"y" ii)" la"curva"que"se"podría"obtener"en"caso"de"poder"expresar"FaPIP1;1"
por" si" sola" en" la"membrana" (se" puede" asumir" que" sería" igual" a" las" curvas" obtenidas" por" la" coS
expresión"FaPIP1;1:FaPIP2;1N228D)."La"sumatoria"punto"a"punto"de"estas"curvas,"podría"dar"como"
resultado" cualquiera" de" las" curvas" obtenidas" para" las" diferentes" relaciones" de" masa" de"
FaPIP1;1:FaPIP2;1."Por"otra"parte,"es"posible"que"las"diferentes"interacciones"entre"monómeros"de"
los"homo"y"heterotetrámeros"formados"afecten"la"forma"en"que"cada"monómero"sensa"el"pH."En"
ese" caso," teniendo"en" cuenta" los" ajustes"de" los"modelos"presentados"en"el" capítulo" anterior," la"
proporción" de" cada" tetrámero" formado" a" partir" de" monómeros" (que" permite" formación" de"
estequiometrías"4:0,"3:1,"2:2,"1:3,"0:4)"depende"de"las"relaciones"de"masas"de"ARNc"de"FaPIP1;1"y"
FaPIP2;1."Entonces,"en"los"tres"casos"presentados"en"la"Figura"4.5"estarían"presentes"los"mismos"
tipos"de"tetrámeros," solo"que"en"diferentes"proporciones."Es"posible"que"el"EC50" resultante"para"
cada"tetrámero"sea"diferente"y"dependiente"de"la"proporción"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"que"posea."Si"
esto"es"así,"este"experimento"no"permitiría"discriminar"esta"diferencia,"dado"que"el"EC50"obtenido"
para"las"diferentes"proporciones"no"fue"significativamente"diferente."Para"poder"apreciarla,"haría"
falta" una" técnica" de" mayor" sensibilidad," la" posibilidad" de" fijar" la" configuración" del" tetrámero"
presente" en" la" membrana" o" bien" realizar" coSexpresiones" con" valores" de" proporciones" más"
disímiles." Sería" interesante" también," disponer" de" una" mutante" no" funcional" de" FaPIP1;1" para"
poder"realizar"curvas"coSexpresando"la"misma"junto"con"FaPIP2;1"y"de"esta"manera"investigar"si"la"
interacción" con" FaPIP1;1" produce" una" modificación" en" la" sensibilidad" a" pH" de" FaPIP2;1." La"
modificación"de"la"actividad"o"de"los"mecanismos"de"regulación"del"gating"ante"la"posibilidad"de"
formación"de"heteroSoligómeros"está"descripta"para"otros"canales"(Ottschytsch"et*al.,"2002;"Clarke"
&"Gulbis,"2012)."Sin"embargo,"en"estos"casos"y,"a"diferencia"de"las"acuaporinas,"el"poro"se"forma"
en"la"parte"central"por"interacción"entre"las"diferentes"subunidades."En"el"caso"de"las"acuaporinas,"
cada"canal"se"comporta"como"un"poro"independiente"y"la"modificación"del"mismo,"o"de"la"forma"
en" que" este" se" cierra" ante" determinados" estímulos" se" produciría" de"manera" alostérica" ante" la"
heterotetramerización.""
"
2)*Diferentes*modificaciones*postHtraduccionales*pueden* influir*en* la*respuesta*al*sensado*de*pH*
de*una*acuaporina*dada"
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En" este" capítulo," se" abordó" la" posibilidad" de" que" la" fosforilación" de" una" Serina" conservada" en"
todas" las" PIPs"que" se" encuentra" en"el" loop" B" tenga" implicancias" en" la" respuesta"de"gating" ante"
cambios"del"pH"citosólico."Para"ello,"se"comenzó"a"trabajar"con"la"mutante"FaPIP2;1S121A"con"la"
finalidad" de" simular" el" estado" desfosforilado" de" la" misma." En" primer" lugar" se" procedió" a"
caracterizarla" funcionalmente," en" cuanto" a" su" actividad" y" localización" (Figura" 4.7)." Como" ya" se"
mencionó"en"la"Introducción,"una"mutación"equivalente"ya"había"sido"estudiada"en"otras"PIP2"de"
otras"especies"vegetales"con"resultados"diversos."En"algunos"trabajos" las"mutantes"obtenidas"no"
aumentaban" la"Pf" con" respecto" al" control" (Fischer"&" Kaldenhoff," 2008;" AmezcuaSRomero"et* al.,"
2010)," mientras" que" en" otros," se" observaban" Pf" menores" que" las" correspondientes" a" los"
experimentos" con" acuaporinas"wt" pero" significativamente" mayores" que" las" que" presentaba" el"
control"(Johansson"et*al.,"1998;"Van"Wilder"et*al.,"2008;"Azad"et*al.,"2008)."Esta"mutación"además"
fue" recientemente" realizada" con" el" objetivo" de" impedir" el" transporte" de" H202" de" ZmPIP2;5,"
postulando" que" bloquearía" el" canal" para" dicho" transporte" (Bienert" et* al.," 2014)." En" el" caso" de"
FaPIP2;1S121A," la"mutación"generó"una"dificultad"en" la"acuaporina"para"acceder"a" la"membrana"
plasmática" (Figura" 4.7)" dado" que" al" inyectar" ARNc" en" bajas" cantidades," parece" encontrarse"
retenida"en"estructuras" internas,"pero" si" se"aumenta" la" cantidad" inyectada" se"observa" llegada"a"
MP." La" mutación" podría" estar" generando" un" cambio" en" la" afinidad" de" la" acuaporina" (o" del"
homotetrámero)" por" alguna" de" las" proteínas" del" sistema" de" direccionamiento" a"MP," que" se" ve"
subsanada"al"aumentar"la"masa"de"la"misma"o"al"coSexpresarla"con"FaPIP2;1"wt"(Figura"4.8)."Con"
respecto" a" su" actividad," la" mutante" es" activa" como" canal" de" agua" dado" que" si" se" aumenta" la"
cantidad" de" ARNc" inyectado," presenta" valores" de" Pf" significativamente" diferentes" al" valor" del"
control."Observando"este"comportamiento,"se"pueden"reinterpretar"los"experimentos"hechos"con"
otras" PIP2" utilizando" la" misma" mutación." Existe" la" posibilidad" de" que" los" casos" en" los" que" las"
mutantes" no" aumentaron" significativamente" la"Pf* con" respecto" a" los" controles," se" deban" a" una"
ausencia"o"baja"expresión"en"membrana"plasmática"de"las"mismas."Una"forma"de"conocer"más"el"
comportamiento"de"FaPIP2;1S121A"en"cuanto"a"su"capacidad"de"llegar"a"MP"y"su"actividad"como"
canal"de"agua"es"realizando"la"coSexpresión"de"la"misma"junto"con"FaPIP2;1"wt*(Figura"4.8)"o"con"
FaPIP1;1" (Figura"4.11)." En" ambos" casos," se"observa"que" la"mutante" se" localiza" totalmente"en" la"
membrana" plasmática." Es" posible," que" al" encontrarse" coSexpresada" con" FaPIP2;1" wt," los"
heterotetrámeros"formados"que"contienen"ambas,"posean"una"afinidad"similar"por"el"sistema"de"
trafficking" a" MP" que" la" que" presentan" los" homotetrámeros" de" FaPIP2;1." Por" otra" parte," los"
heterotetrámeros"formados"entre"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1S121A"también"parecen"comportarse"en"su"
localización"como"lo"hacían"en"el"caso"en"que"se"coSexpresaban"FaPIP2;1"y"FaPIP1;1"(Figura"2.3)."
Un"ejemplo"claro"de"cómo" la" fosforilación"de" residuos"de"Serina"ubicados"en"sitios"de"consenso"
para"quinasas"puede"determinar"la"localización"subcelular"de"acuaporinas"lo"presenta"la"AQP2."La"
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fosforilación"de"AQP2"PKA"dependiente"en"la"Serina"256"de"su"extremo"carboxiSterminal"juega"un"
papel"crítico"en"su"transporte"a" la"membrana"apical"de" las"células"epiteliales"del" túbulo"colector"
del" riñón" (Fushimi" et* al.," 1997;" Katsura" et* al.," 1997;" de"Mattia" et* al.," 2005)." De" hecho," existen"
evidencias" que" solo" un" monómero" del" tetrámero" debe" estar" fosforilado" para" su" correcto"
direccionamiento" a" MP" (Kamsteeg" et* al.," 2000)." En" nuestro" caso," la" mutante" FaPIP2;1S121A"
accede"adecuadamente"a"MP"cuando"se"encuentra"formando"heterotetrámeros"con"acuaporinas"
wt"sea"FaPIP1;1"o"FaPIP2;1."Es"posible"que" la"estequiometría"de"monómeros"fosforilados"dentro"
del"tetrámero"esté"jugando"un"papel"en"este"proceso.""
Dado"que"con"los"ensayos"de"coSexpresión"se"logró"la"localización"de"las"mutantes"en"MP"(Figura"
4.8," Figura" 4.11," Figura" 4.12)," analizamos" cuál" era" la" contribución" de" la" Pf" de" cada" una" a" la"
permeabilidad"presentada"por"los"oocitos."En"el"caso"de"la"coSexpresión"FaPIP2;1:FaPIP2;1S121A,"
la"actividad"como"canal"de"agua"de"FaPIP2;1S121A"sería"similar"a"la"que"presenta"FaPIP2;1"(Figura"
4.8)." Sin" embargo," la" situación" cambia" cuando" al" ser" coSexpresada" con" FaPIP1;1" dado" que" los"
valores" de"Pf" registrados" son"más" dispares" con"mucha" variación" con" respecto" a" los" observados"
para"la"coSexpresión"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"(Figura"4.10)."Es"llamativo"que"la"misma"disparidad"la"
presentaron" los" ensayos" de" coSexpresión" de" la" mutante" FaPIP1;1S131A" con" FaPIP2;1." Este"
resultado" es" diferente" al" observado" por" Temmei" (et* al.," 2005)" donde" MpPIP1;1" no" produjo"
interacción"funcional"con"MpPIP2;1."Tanto"para"la"interacción"FaPIP1;1:FaPIP2;1S121A"como"para"
FaPIP1;1S131A:FaPIP2;1," consideramos" que" hacen" falta" realizar" más" experimentos" que" nos"
permitan"resolver"la"contribución"de"las"mutantes"a"la"Pf"alcanzada"por"la"membrana."A"pesar"de"
estas" consideraciones," dado" que" FaPIP2;1S121A" demostró" ser" funcional" para" el" transporte" de"
agua,"se"investigó"la"respuesta"ante"cambios"del"pH"citosólico"de"oocitos"inyectados"con"ARNc"de"
la"misma."FaPIP2;1S121A"resultó"ser"más"sensible"a" los"cambios"del"pH"citosólico,"mostrando"un"
EC50" desplazado" hacia" pH" más" alcalino" con" respecto" al" de" FaPIP2;1." Es" decir" que" o" bien" la"
imposibilidad"de"fosforilarse"en"este"residuo"o"bien" la"presencia"de"una"Alanina"en" lugar"de"una"
Serina,"está"produciendo"una"acuaporina"más"sensible"a"modificaciones"en"el"pH"citosólico."Según"
los" modelos" de" gating" planteados" observando" las" estructuras" cristalográficas" y" mediante" los"
experimentos" de" simulación," la" fosforilación" del" residuo" Ser115" en" SoPIP2;1" (equivalente" al"
residuo" Ser121" en" FaPIP2;1)" favorecería" el" estado" abierto." Es" razonable" proponer" que" la"
imposibilidad" de" fosforilación" promueva" el" cierre" de" la" acuaporina" ante" una" concentración" de"
protones"menor"que"la"requerida"para"el"gating"de"FaPIP2;1"wt."Es"interesante"destacar"que"esta"
Serina" del" loop" B" parece" no" encontrarse" fosforilada" en" las" plantas" para" ninguna" de" las" PIP2"
analizadas" (Johansson" et* al,." 1998;" Van"Wilder" et* al.," 2008;" Prak" et* al.," 2008;"Whiteman" et* al.,"
2008;"CasadoSVela"et*al.,"2009;"Kline"et*al.,"2010;"Wu"et*al.,"2013)"exceptuando"el"trabajo"en"que"
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se" presenta" la" purificación" de" la" quinasa" responsable" de" esa" fosforilación" en" Spinaca* olaracea"
(SjövallSLarsen"et*al.,"2006)."En"vista"de"estos"resultados,"la"sensibilidad"en"el"gating"de"las"PIP2"a"
cambios" en" el" pH" citosólico" en" las" plantas" sería" más" cercana" a" la" observada" por" la" mutante"
FaPIP2;1S121A." Es" decir," que" se" encontraría" a" pH" más" cercano" al" fisiológico," aumentando" la"
probabilidad"de"relevancia"de"este"mecanismo"de"regulación."Para"comprobar"esto"último,"habría"
que"analizar"el"estado"de"fosforilación"de"la"Ser121"en"el"oocito,"y"comprobar"que"la"curva"de"pH"
sea" la"misma"cuando"se"muta"el" residuo"por"Alanina"que"cuando"se" inhibe" la" fosforilación"de" la"
misma"por"métodos"farmacológicos.""
Por"último,"cuando"analizamos" la" respuesta"ante" la"acidificación"citosólica"de" las"coSexpresiones"
FaPIP2;1S121A:FaPIP1;1" y" FaPIP2;1:FaPIP1;1S131A" (Figura" 4.12)" y" las" comparamos" con" la" coS
expresión" FaPIP1;1:FaPIP2;1," observamos" comportamientos" diferentes." La" presencia" de" la"
mutante" FaPIP2;1S121A" formando" parte" de" los" heterotetrámeros," modificó" la" respuesta" a"
cambios"en"el"pH"citosólico"presentando"una"curva"corrida"hacia"pH"más"alcalino."Por"el"contrario,"
no"encontramos"diferencias"significativas"en"el"EC50"de"la"coSexpresión"FaPIP2;1:FaPIP1;1S131A"y"
la"coSexpresión"FaPIP2;1:FaPIP1;1,"es"decir"que"la"imposibilidad"de"la"fosforilación"de"FaPIP1;1"no"
parecería" estar" afectando" la" sensibilidad" del" gating" de" la" misma," ni" modificando" el" gating" de"
FaPIP2;1" al" interaccionar." Esto" puede" deberse" a" que" a" diferencia" de" FaPIP2;1," FaPIP1;1" no" se"
encuentra"fosforilada"en"el"oocito"en"el"residuo"131,"y"por"lo"tanto,"la"mutación"de"dicho"residuo"
por" Alanina" no" produce" modificaciones" con" respecto" a" la" wt." También" es" posible" que" la"
fosforilación" de" Ser131" de" FaPIP1;1" no" produzca" cambios" en" la" sensibilidad" al" gating" por"
acidificación"citosólica"de"la"misma,"a"diferencia"de"lo"que"ocurre"con"FaPIP2;1.""
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Desde" la" caracterización" funcional" de" las" primeras" PIP1" (Kammerloher" et* al.," 1994)" se" realizaron"
muchos"intentos"de"establecer"la"actividad"de"las"mismas"como"transportadoras"de"agua"o"solutos"en"
diferentes"sistemas"heterólogos"(Chaumont"et*al.,"2000;"Picaud"et*al.,"2003;"Suga"&"Maeshima"et*al.,"
2004;"Fischer"&"Kaldenhoff,"2008;"Dordas"et*al.,"2000;"Gaspar"et*al.,"2003;"Li"et*al.,"2000;"Fetter"et*al.,"
2004;"Zhou"et*al.,"2007)."Como"se"expuso"en"la"introducción"de"esta"Tesis,"muchos"de"estos"intentos"
fueron" fallidos,"en"el" sentido"de"que" la"conclusión"de" los"mismos"era"que"estas"acuaporinas" tenían"
nula"o"baja"actividad"(Temmei"et*al.,"2005;"Horie"et*al.,"2011;"Vandeleur"et*al.,"2009;"Shelden"et*al.,"
2009;"Picaud"et*al.,"2003;"Zhou"et*al.,"2007;"Ayadi"et*al.,"2011;"Secchi"et*al.,"2010;"Bellati"et*al.,"2010;"
TournaireSRoux" et* al.," 2003;" Matsumoto" et* al.," 2009)," sin" que" se" pusiera" en" duda" si" estaban"
localizadas"o"no"en" la"MP"del" sistema"heterólogo"utilizado"para"medirla."Analizando" los" resultados"
desde" un" punto" de" vista" histórico," hubo" tres" descubrimientos" que" permitieron" comenzar" a"
caracterizar"adecuadamente"a"las"PIP1:"i)"Para"varias"PIP1"se"estableció"que"no"localizaban"en"MP"en"
sistemas" heterólogos," salvo" que" se" encuentren" coSexpresadas" con" una" PIP2" (Fetter" et* al.," 2004;"
Mahdieh"et*al.,"2008;"Jozefkowicz"et*al.,"2013);"ii)"También"para"varias"PIP1"hay"una"clara"interacción"
funcional"con"la"coSexpresión"con"PIP2"(Horie"et*al.,"2011;"Fetter"et*al.,"2004;"Secchi"et*al.,"2010);"iii)"
Evidencias" a" favor" de" la" capacidad" de" transporte" de" CO2" para" algunas" PIP1" tanto" en" sistemas"
homólogos"como"heterólogos"(Uehlein"et*al.,"2003;"Heckwolf"et*al.,"2011;"Flexas"et*al.,"2006;"Heinen"
et*al.,"2014)."El"hecho"de"que"existan"PIP1"que"en"sistemas"heterólogos"demostraron"tener"actividad"
como" canales" de" agua" o" solutos" (principalmente" CO2)" cuando" se" encuentran" expresadas" solas"
demuestra"que"existe"una"variabilidad"entre"ellas"en"cuanto"a"la"afinidad"por"el"sistema"de"trafficking"
de"proteínas"de"estos"sistemas."Esta"diferencia,"podría"estar"generando"diferente"grado"de"trafficking"
a"MP"para" las"distintas"PIP1."Dado"que"en"pocos"casos"de" la" literatura"se"realizan"estudios"sobre" la"
localización"o"no"de"las"PIP1"en"MP"con"técnicas"que"permitan"apreciar"el"fenómeno"desde"un"punto"
de"vista"cuantitativo"es"muy"difícil"hacer"una"extrapolación"y"generalizarlo"a"todas"las"PIP1"y"a"todas"
las"especies"(Chaumont"et*al.,"2000;"Fischer"&"Kaldenhoff,"2008;"Suga"&"Maeshima,"2004;"AmezcuaS
Romero"et*al.,"2010)."Además"existen"varios"reportes"de"PIP1"con"resultados"diferentes"con"respecto"
a" su" actividad" en" diferentes" sistemas" heterólogos" (TournaireSRoux" et* al.," 2003;"Matsumoto" et* al.,"
2009;"Li"et*al.,"2000;"Picaud"et*al.,"2003;"Shelden"et*al.,"2009;"Heckwolf"et*al.,"2011)."En"esta"Tesis,"a"
diferencia"de"otros"trabajos,"se"decidió"caracterizar"la"capacidad"de"transporte"de"una"PIP1"(FaPIP1;1)"
cuando" se" encuentra" interaccionando" con"una"PIP2" (FaPIP2;1)" (Figura"2.3," Figura"2.8," Figura"2.10)."
Esta"decisión"se" fundamenta"en"que"miembros"de"ambas"subfamilias"han"demostrado"encontrarse"
coSexpresados" en" células" vegetales" (Alexandersson" et* al.," 2005;" Vandeleur" et* al.," 2009)," con"
localizaciones"subcelulares"similares"(Horie"et*al.,"2011)"e"interacción"física"entre"ellas"(Zelazny"et*al.,"
2007)." Históricamente," se" pensaba" que" la" interacción" física" podía" estar" ocurriendo" por" dos"
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mecanismos" diferentes:" i)" formación" de" homotetrámeros" de" PIP1" que" interaccionan" con"
homotetrámeros" de" PIP2" formando" heterooligómeros;" o" ii)" formación" de" heterotetrámeros" PIP1S
PIP2." Los" últimas" evidencias" (Jozefkowicz" et* al.," 2013;" Otto" et* al.," 2010)" reafirman" esta" segunda"
hipótesis."Con"respecto"a"la"interacción"funcional,"es"decir,"a"la"actividad"que"presentan"las"PIP1"y"las"
PIP2" cuando" se" encuentran" coSexpresadas," también" se" plantearon" varias" hipótesis" acerca" de" su"
naturaleza:" i)" La" Pf" de" la" interacción" representa" la" suma" de" las" Pf" que" producirían" PIP1" y" PIP2" si"
estuviesen" expresadas" por" separado" en" la" membrana" plasmática" (Fetter" et* al.," 2004);" ii)" La" Pf"
resultante"podía"estar"en"parte"dada"por"un" sinergismo"positivo," en" la" cual" alguna"o"ambas"de" las"
especies"aumentan"su"actividad"al"interaccionar"(Fetter"et*al.,"2004;"Temmei"et*al.,"2005)."
A"lo"largo"de"esta"Tesis,"se"profundizó"en"la"comprensión"del"funcionamiento"de"las"PIP1"y"de"las"PIP2"
y" las" consecuencias" de" su" interacción"mediante" la" caracterización" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1." Además"
establecimos"la"base"de"un"modelo"matemático"detallado"con"todas"sus"consideraciones"y"supuestos"
para"analizar"el"aporte"relativo"a"la"permeabilidad"de"cada"una"de"las"acuaporinas"que"se"encuentran"
coSexpresadas"en"una"membrana.""
En"primer"lugar,"gracias"a"la"puesta"a"punto"de"la"técnica"de"microscopía"confocal"de"fluorescencia"y"a"
la"generación"de"las"quimeras"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"fusionadas"a"EYFP,"sabemos"que"a"diferencia"de"
FaPIP2;1,"FaPIP1;1"no"llega"a"la"MP"de"los"oocitos"cuando"es"expresada"heterólogamente"(Figura"2.2)."
Esta"característica"ya"se"había"observado"para"varias"PIP1"ensayadas"en"este"sistema"(Mahdieh"et*al.,"
2008;" Fetter" et* al.," 2004;" Jozefkowicz" et* al.," 2013)," pero" también" para" algunas" expresadas"
homólogamente"en"protoplastos"y"en"células"vegetales"(Zelazny"et*al.,"2007;"Sorieul"et*al.,"2010;"Liu"
et*al.,"2013)."En"trabajos"anteriores"se"sugirió"que"la"diferencia"de"localización"de"PIP1"y"PIP2"en"los"
sistemas"podía"deberse"a"señales"de"localización"a"membrana"plasmática"presentes"en"PIP2"pero"no"
en" PIP1" o" señales" de" retención" en" estructuras" intracelulares" presentes" en" PIP1" pero" no" en" PIP2"
(Zelazny"et*al.,"2009;"Chevalier"et*al.,"2014;"Sorieul"et*al.,"2010)."También"se"hipotetizó"acerca"de"la"
imposibilidad" de" las" PIP1" de" formar" homotetrámeros" como" causa" de" su" imposibilidad" para"
interactuar" con"el" sistema"de" trafficking" a"MP"de" las" células" (Zelazny"et* al.," 2009;" Chevalier"et* al.,"
2014)." Sin" embargo," solo" se" distinguieron" motivos" responsables" de" la" localización" en" membrana"
plasmática" de" PIP2" que" al" incluirse" en" las" PIP1" por" técnicas" de" ADN" recombinante," no" fueron"
suficientes" para" redireccionar" a" éstas" a" la" MP" (Zelazny" et* al.," 2009;" Chevalier" et* al.," 2014)." Con"
respecto" a" la" hipótesis" de" la" homotetramerización," existen" evidencias" en" contra:" se" probó" que" las"
PIP1" interactúan" entre" ellas" en" retículo" (Zelazny" et* al.,* 2007)" y" que" las" señales" de" localización" en"
membrana"encontradas"presentes"en"las"PIP2"y"ausentes"en"las"PIP1"no"se"encuentran"en"zonas"de"
interacción"entre"monómeros"(Chevalier"et*al.,"2014)."En"nuestro"caso,"generamos"una"mutante"de"
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FaPIP2;1" (FaPIP2;1N228D)" que" perdió" totalmente" la" capacidad" de" localizarse" en" membrana"
plasmática" de" oocitos" de" Xenopus," pero" que" su" localización" se" veía" restablecida" solo" cuando"
interaccionaba" con" FaPIP1;1" (Figura" 2.6," Figura" 2.9)." Este" proceso" fue" evidenciado" utilizando"
FaPIP2;1N228DSEYFP," es" decir," la"mutante" fusionada" a" una" proteína" fluorescente" en" el" CSterminal."
Para" estos" casos," existen" evidencias" que" el" folding" de" la" proteína" fluorescente" es" suficiente"
argumento"para"comprobar"que"la"proteína"del"NSterminal"se"encuentra"bien"plegada"(Waldo"et*al.,"
1999)." Es" decir," que" la" retención"de" FaPIP2;1N228DSEYFP"no" se"debe" a"problemas"de" folding." Esta"
mutante,"a"pesar"de"disponer"de"todas"las"señales"de"localización"a"MP"de"la"FaPIP2;1"wt"descriptas"
para"otras"PIP2"(Zelazny"et*al.,"2009;"Chevalier"et*al.,"2014)"queda"retenida"en"estructuras" internas"
cuando" se" expresa" sola" o" junto" con" FaPIP2;1" (Figura" 2.7)" y" no" así" cuando" es" coSexpresada" con"
FaPIP1;1" (Figura" 2.9)." Los" heterotetrámeros" formados" por" FaPIP2;1N228D" y" FaPIP1;1" le" otorgan" la"
capacidad" de" llegar" a" MP" a" ambas" proteínas," demostrando" que" la" estructura" cuaternaria" es"
importante" para" la" interacción" con" el" sistema" de" trafficking." Por" otra" parte," presentamos" otra"
mutante" de" FaPIP2;1" (FaPIP2;1S121A)" que" se" localiza" parcialmente" en"MP," evidenciándose"más" al"
aumentar"la"concentración"del"ARNc"inyectado"de"la"misma"(Figura"4.7)."Esta"última"se"localizó"en"MP"
totalmente"al"ser"coSexpresada"con"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"wt"(Figura"4.8,"Figura"4.11)."Esta"mutante"es"
incapaz"de"fosforilarse"en"el"residuo"Ser121"del"loop"B"que"se"encuentra"del"lado"citoplasmático."Su"
deficiencia" en" la" llegada" a" membrana" podría" estar" dada" por" la" falta" de" fosforilación" del" mismo,"
restableciéndose" al" interactuar" con" FaPIP2;1" wt" o" FaPIP1;1" que" sí" pueden" fosforilarse" en" este"
residuo."Evidentemente,"las"señales"que"determinan"la"localización"en"MP"de"las"PIPs"son"variadas"y"
no"se"encuentran" limitadas"a" la"estructura"primaria"de" la"proteína,"sino"también"a"su"configuración"
espacial" y" al" arreglo"que" formen"entre"ellas."Además"pueden" ser"diferentes" si" se"experimentan"en"
distintos" sistemas" con" lo" cual," dichos" estudios" deberían" realizarse" homólogamente" en" células"
vegetales"preferentemente"en"el"tipo"celular"y"la"especie"en"que"se"encuentran"expresadas."
Si" bien" se"habían" realizado"ensayos"de" coSexpresión"PIP1:PIP2"para" varios"pares"de"PIPs" vegetales,"
pocos"trabajos"ahondaron"en"la"comprensión"de"la"causa"del"aumento"de"la"Pf*observada."Una"de"las"
estrategias" enfocadas" con" el" objetivo" de" resolver" este" interrogante" fue" realizar" coSexpresiones"
PIP1:PIP2"utilizando"diferentes"proporciones"de"ARNc"de"ellas."A"diferencia"de"otros" trabajos"de" la"
literatura"en"que"los"estudios"de"proporciones"de"ARNc"no"fueron"profundizados"en"tanto"al"análisis"
de" su" significado" (Mahdieh" et* al.," 2008;" Fetter" et* al.," 2004;" Vandeleur" et* al.," 2009)," en" esta" Tesis"
intentamos" realizar"esta"aproximación."En" la" literatura" se"ha" reportado"un"solo" intento"y"con"poco"
éxito"de"generar"una"mutante"no"funcional"de"una"PIP2"para"coSexpresarla"con"una"PIP1"y"así"poder"
observar" la" actividad" de" esta" última" (Fetter" et* al.," 2004)." La" mutación" realizada" sobre" ZmPIP2;5"
(G104W)"generó"una"mutante"que"falló"en" interactuar"con"ZmPIP1;2."En"esta"Tesis"por"el"contrario"
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FaPIP2;1N228D" demostró" interactuar" con" FaPIP1;1" y" utilizando" experimentos" de" coSexpresión" de"
diferentes" proporciones" de" ARNc" junto" con" modelos" matemáticos" generados" para" analizar" los"
resultados," logramos"establecer"que"FaPIP1;1"es" tan"eficiente"como"FaPIP2;1"en"su"actividad"como"
canal" de" agua" cuando" ambas" se" encuentran" coSexpresadas." Los" modelos" matemáticos" nos"
permitieron" inferir" los" posibles" arreglos" estequiométricos" entre" estas" acuaporinas." Es" así" que"para"
nuestro"caso"particular,"quedó"descartada"la"posibilidad"de"que"la"formación"de"tetrámeros"PIP1:PIP2"
ocurra"a"través"de"la"homodimerización"de"cada"una"(Bienert"et*al.,"2012)," limitando"la"cantidad"de"
arreglos"posibles"a"3"(4:0,"2:2,"0:4)."El"modelo"que"mejor"ajustó"a"nuestros"resultados"consiste"en"que"
la" formación" de" tetrámeros" ocurre" a" partir" de" monómeros" y" de" forma" aleatoria," es" decir" que"
cualquier" estequiometría" entre"PIP1" y"PIP2"es"posible" (4:0," 3:1," 2:2," 1:3," 0:4)." Si" bien"existen"otras"
posibilidades" de" arreglos" estequiométricos," como" por" ejemplo" que" la" heterotetramerización"
produzca"arreglos"de"estequiometría"única"y"definida"o"que"las"distintas"afinidades"entre"monómeros"
produzcan" una" preponderancia" de" algún" arreglo" en" particular," estas" no" fueron" analizadas" en" esta"
Tesis." Con" los" resultados" disponibles" y" las" evidencias" bibliográficas" que" sostienen" a" los" supuestos,"
preferimos" formular"modelos" simples" acotando"posibilidades." Consideramos" importante" discutir" la"
posibilidad"planteada"anteriormente"de"que"FaPIP2;1N228D"no"pueda"formar"homotetrámeros."En"la"
Figura"2.9"se"observa"que"FaPIP2;1N228DSEYFP"(coSexpresada"con"FaPIP1;1)"se"encuentra"solo"en"MP"
a"diferencia"de" lo"que"ocurre" cuando"FaPIP1;1SEYFP" (coSexpresada" con"FaPIP2;1N228D)" cuyo"perfil"
evidencia" marca" fluorescente" en" estructuras" internas" y" en" MP." La" imposibilidad" de" formar"
homotetrámeros"de"la"mutante,"desplazaría"el"equilibrio"hacia"la"formación"de"mayor"formación"de"
heterotetrámeros"con"FaPIP1;1"que"según"los"supuestos,"son"los"que"poseen"la"capacidad"de"llegar"a"
MP" a" diferencia" del" homotetrámero" de" FaPIP2;1N228D." Esta" aseveración" explicaría" el" resultado"
obtenido.""
Los"modelos,"además"de"permitir"evidenciar"la"incapacidad"de"transportar"agua"de"FaPIP2;1N228D"y"
brindar" información" acerca" de" los" posibles" arreglos" estequiométricos," permitieron" estudiar" las"
permeabilidades" intrínsecas" relativas" de" cada" acuaporina" coSexpresada.* El" modelo" con" el" mejor"
ajuste" indica" que" al" interaccionar" FaPIP2;1" y" FaPIP1;1" la" permeabilidad" intrínseca" de" cada" una" es"
aproximadamente" el" doble" que" la" que" presenta" FaPIP2;1" cuando" solo" puede" formar" estructuras"
homotetraméricas" (Figura" 3.6)." Esto" significaría" que" a" pesar" de" que" se" pueden" formar" todos" los"
heterotetrámeros"posibles," cada"uno"de"ellos" aportaría" aproximadamente" igual" a" la"permeabilidad"
total"de"una"membrana."Fisiológicamente,"resulta" interesante"pensar"que"en"el"caso"de"esta"pareja"
PIP1:PIP2," la" coSexpresión" de" las" mismas" cambiaría" la" permeabilidad" total" de" una"membrana" con"
respecto"a" la"situación"en"que"solo"se"encuentre"expresada"una"de"ellas."Sin"embargo,"al"modificar"
levemente" las" proporciones" de" coSexpresión," esta" permeabilidad" final" no" sufriría" demasiadas"
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modificaciones,"especialmente"si"se"ajusta"aumentando"los"niveles"de"PIP1."Es"posible,"que"el"cambio"
si" se" produzca" a" nivel" regulatorio;" es" decir," una" vez" alcanzada" una" determinada" permeabilidad," la"
velocidad"de"respuesta"de"esta"ante"cambios"en"el"entorno"puede"que"dependa"en"gran"medida"de"la"
proporción"de"cada"PIP"coSexpresada"formando"heterotetrámeros"en" la"membrana."Con"respecto"a"
esto,"el"mecanismo"de"regulación"de" las"PIPs"más"explorado"en"esta"Tesis"y"en"otros"trabajos"es"el"
cierre"de"las"mismas"ante"un"aumento"de"la"concentración"de"protones"a"nivel"del"citosol"(Gerbeau"et*
al.,"2002;"TournaireSRoux"et*al.,"2003;"Alleva"et*al.,"2006;"Verdoucq"et*al.,"2008;"Bellati"et*al.,"2010)."
El"estudio"del"gating"utilizando"parámetros"como"el"pH"que"se"requiere"para"cerrar" la"mitad"de" las"
acuaporinas" presentes" (EC50)" o" su" equivalente" en" concentración" de" protones" representado" por" la"
constante"de" inhibición"(KI)"es"de"mucha"utilidad"porque"permite"una"caracterización"cualitativa"de"
los" sistemas." Dichos" parámetros," a" diferencia" de" la" Pf," no" dependen" de" la" cantidad" total" de"
acuaporinas"que"haya"en" la"membrana,"sino"que"dependen"del" tipo"de"acuaporinas"presentes"y"su"
estado." En" este" trabajo," evidenciamos" que" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1" expresadas" en" oocitos" de" Xenopus"
tienen"diferente"sensibilidad"a"esta"inhibición"(Figura"4.5,"Figura"4.6)."Las"diferentes"proporciones"de"
FaPIP1;1:FaPIP2;1"no"presentaron"valores" significativamente"diferentes"de"EC50"probablemente"por"
restricciones"en" la" sensibilidad"de" la" técnica"utilizada" (Figura"4.6)."Existe"una"diferencia" importante"
entre" los" resultados" de" las" curvas" obtenidas" en" esta" Tesis" para" FaPIP2;1" y" para" la" coSexpresión"
FaPIP1;1:FaPIP2;1" en" cualquiera" de" sus" relaciones," con" respecto" a" las" obtenidas" en" otros" trabajos"
para" PIPs" de" Beta* vulgaris" (Bellati" et* al.," 2010;" Jozefkowicz" et* al.," 2013)." En" estas" últimas," el"
corrimiento"de"la"curva"al"realizar"la"coSexpresión"muestra"que"a"pH"bajo"los"valores"de"Pf"obtenidos"
son"menores"que" los"correspondientes"a"cuando"hay"expresión"de"PIP2"por"si"solas."Es"decir,"hasta"
determinado"pH,"las"Pf"presentadas"por"PIP2"son"mayores"que"las"Pf"presentadas"por"la"coSexpresión,"
y" pasando" ese" pH," se" revierte" la" ecuación." Por" el" contrario," en" el" caso" de" FaPIP1;1" y" FaPIP2;1," la"
curvas"permanecen"iguales"hasta"determinado"pH"y"luego"se"observan"Pf"mayores"para"el"caso"de"la"
coSexpresión."Para"el"caso"de"las"BvPIPs"es"evidente"que"la"heterotetramerización"genera"un"cambio"
en"el"sensado"de"pH"de"las"PIP2"(BvPIP2;2"o"BvPIP2;1N64I/E65Q)"que"no"pudo"ser"evidenciado"en"el"
caso"de"FaPIP2;1.""
Por"último,"analizamos"si"la"posibilidad"de"fosforilación"de"la"Serina"del"loop"B"de"FaPIP1;1"y"FaPIP2;1"
influía" en" la" sensibilidad" del" gating" a" los" cambios" de" pH" citosólico." El" desplazamiento" hacia" pH"
alcalino" del" EC50" para" el" caso" de" la" mutante" FaPIP2;1S121A" tanto" para" la" situación" en" la" que" se"
encuentra"expresada"sola,"como"para"cuando"está"coSexpresada"con"FaPIP1;1"podría"estar"indicando"
una"mayor"sensibilidad"a"cambios"del"pH"citosólico"para"cuando"FaPIP2;1"se"encuentra"desfosforilada"
en"ese" residuo" (Figura"4.9," Figura"4.12)." Sería" interesante" investigar" si" este" corrimiento" se"produjo"
por" la"ausencia"de" la"Serina"en"esa"posición"o"si" se"produjo"por" la" imposibilidad"de"ser" fosforilada."
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Para" otras" PIP2," existen" evidencias" que" la" inhibición" inespecífica" de" kinasas" utilizando" k252a,"
producía"una"disminución"de"la"permeabilidad"de"las"PIP2"wt"mientras"que"no"producía"efectos"sobre"
la"mutante"de"este" residuo" (Johansson"et*al.," 1998;"Van"Wilder"et*al.," 2008;"Azad"et*al.," 2008)." Se"
podrían"realizar"ensayos"incubando"oocitos"que"expresen"FaPIP2;1"con"el"inhibidor"y"con"la"solución"
que"disminuya"su"pH"interno"de"manera"tal"de"simular"lo"realizado"con"la"mutante"pero"aplicando"un"
método"farmacológico"y"así"poder"asegurar"que"el"efecto"se"deba"a"la"imposibilidad"de"fosforilarse."
Es"interesante"destacar"que"este"efecto"no"fue"observado"para"el"caso"de"FaPIP1;1S131A"cuando"se"
encontraba"coSexpresada"con"FaPIP2;1"(Figura"4.12)."De"la"misma"manera,"en"este"caso"no"podemos"
saber" si" la" falta" de" efecto" se" debe" a" que" FaPIP1;1"wt" no" se" encuentra" fosforilada" en" ese" residuo"
cuando"es"expresada"en"oocitos"de"Xenopus,"o" si" se"debe"a"que" la" fosforilación"de"ese" residuo"no"
tiene"efecto"sobre"el"gating"de"PIP1."En"las"especies"vegetales"estudiadas"en"la"literatura"la"Serina"del"
loop"B"parecería"no"encontrarse"fosforilada"(Johansson"et*al,."1998;"Van"Wilder"et*al.,"2008;"Prak"et*
al.,"2008,"Whiteman"et*al.,"2008;"CasadoSVela"et*al.,"2009;"Kline"et*al.,"2010;"Wu"et*al.,"2013),"y"es"por"
ello" que" sería" interesante" analizar" el" estado" de" fosforilación" de" las" mismas" en" el" oocito." Nuestra"
hipótesis"de"trabajo"es"que"si"el"corrimiento"se"produce"a"causa"de"estar"desfosforilada"se"reforzaría"
la" importancia" de" la" inhibición" por" cambios" del" pH" citosólico" en" células" vegetales" lo" cual" tendría"
relevancia"funcional."
Los" mecanismos" de" regulación" postStraduccionales" de" la" actividad" de" acuaporinas" recobraron"
importancia"en" los"últimos"años"dado"que" los" cambios"en" la" conductividad"hidráulica" en" lo"que" se"
refiere"al"transporte"de"agua"radial"(incluyendo"la"vía"celular)"así"como"las"respuestas"adaptativas"de"
las"plantas"no"se"pudieron"explicar"basándose"en"las"modificaciones"de"los"niveles"de"transcriptos"de"
las"acuaporinas."El" logro"de"esta"Tesis" fue"poder"analizar"en"un"sistema"heterólogo,"pero"de" forma"
integradora" el" traffiking," el" gating" y" la" heterotetramerización" de" PIPs" de" manera" tal" de" tener" un"
panorama" global" de" cómo" interaccionan" entre" ellos," para" poder" otorgarle" a" la" membrana"
correspondiente" la" Pf" requerida" y" la" plasticidad" adecuada" para" que" se" traduzca" es" una" respuesta"
rápida"en"respuesta"a"los"cambios"que"le"impone"el"entorno."
"  
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